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En este trabajo, la enzima papaína inmovilizada se utiliza como ensayo para detectar la 
presencia de iones de metales. Enzima papaína (E.C. 3.4.22.2, 1.6 U/mg) fue inmovilizada 
en poli (alcohol vinílico) (PVA) sintetizadas bajo la técnica de electrohilado. La distribución 
del diámetro de las fibras se encontró en el rango de 80 a 170 nm, fue caracterizada con 
apoyo microscopio electrónico de barrido (SEM). La presencia de la enzima dentro de las 
nanofibras de PVA se confirmó por espectroscopia infrarroja (FTIR), Calorimetría de barrido 
diferencial (DSC). La inmovilización de la papaína en la membrana de nanofibras se logró 
mediante la Reticulación (crosslinking) con un tratamiento de vapor de glutaraldehído 
(GAvt). La actividad enzimática se realizó de acuerdo a la metodología utilizada por 
Earlanger et al. método adaptado a la papaína. El sitio activo de la papaína es afectado por 
la presencia de iones metálicos en el medio de reacción, el ensayo desarrollado es sensible 
a varios iones de los metales. Se utilizaron: cloruro de mercurio (I) (Hg2Cl2), nitrato de 
plata (AgNO3), nitrato de cobalto (II) (CoN2O6 6H2O), cloruro cúprico (CuCl2) ,cloruro de 
zinc (ZnCl2) en concentraciones de 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 30 ppm and 
40 ppm. El ensayo de la papaína comprobó ser tolerante a los xenobióticos, temperatura 
estable, y tiene un tiempo de ensayo relativamente rápido. La actividad catalítica de la 
enzima papaína inmovilizada se analizó en presencia de xenobióticos y los iones de los 














In this work, the immobilized papain enzyme was used as an assay to detect the presence 
of metals ions. Papain enzyme (E.C. 3.4.22.2, 1.6 U/mg) immobilization in poly(vinyl 
alcohol) (PVA) nanofibers prepared by electrospinningwas carried out in this work. The 
diameter distribution was in the range of 80 to 170 nm. The presence of the enzyme within 
the PVA nanofibers was confirmed by infrared spectroscopy (FTIR), X-ray photoelectron 
spectroscopy (XPS). The immobilization of papain in the nanofiber membrane was achieved 
by chemical crosslinking with a glutaraldehyde vapor treatment (GAvt).  The enzymatic 
activity it was performed according to the methodology using by Earlanger et al. method 
adapted to the papain. Since the active site of the papain could be affected by the 
presence of metal ions in the reaction medium, the developed assay is sensitive to several 
metals ions. Mercury (I) chloride (Hg2Cl2) , silver nitrate (AgNO3), cobalt (II) nitrate 
hexahydrate (CoN2O6 6H2O), cupric chloride (CuCl2), zinc chloride (ZnCl2) in different 
concentration 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 30 ppm and 40 ppm were used. 
The papain assay was probed to be xenobiotics tolerant, temperature stable, and has a 
relatively quick assay time. The catalytic activity of immobilized papain enzyme was 














En términos generales, un trabajo de investigación que aborde la contaminación del agua 
es de gran importancia para la calidad de vida de la sociedad.  Es un problema vital para la 
sobrevivencia de nuestra especie y otras especies animales amenazadas por la 
contaminación de las fuentes de agua. Por ello la comunidad científica ha incrementado las 
investigaciones referentes a esta problemática, tanto para su detección como su 
remediación. Según los criterios establecidos por la Organización Mundial de la Salud,  el 
agua está contaminada cuando su composición se haya alterada de modo que no reúna las 
condiciones necesarias para el uso para el que fue destinada en su estado natural; de igual 
manera el agua se encuentra contaminada cuando su estado se encuentre modificado, 
directa o indirectamente, por el hombre o por eventos naturales. En este trabajo se aborda 
la contaminación del agua es debido a metales pesados y xenobióticos. 
Los metales pesados (Cu, Zn, Cd, Ni, Hg, Pb, As) se encuentran de manera natural en el 
ambiente y a muy bajos porcentajes no se consideran nocivos para los ecosistemas, sin 
embargo esto cambia cuando se incrementa su concentración aumenta y su presencia 
deriva en efectos adversos en la salud de los organismos. En la actualidad la contaminación 
de las aguas con metales pesados se ha convertido en una grave amenaza para el medio 
ambiente debido al  cambio climatico pero sobre todo a la expansión de 
actividades atropogénicas y el crecimiento demográfico. En ese sentido, la importancia de 
la detección de metales pesados en aguas está dada por sus características, tales como su 
elevada toxicidad, alta persistencia y rápida acumulación en los organismos vivos. Todo 
esto puede provocar padecimientos y trastornos graves de salud como cáncer, anemia, 
daño cerebral, anorexia, retraso mental, hipertensión, entre otros. Por lo anterior se  ha 
vuelto necesario el desarrollo de métodos simples, eficaces y sobre todo de bajo costo para 
su oportuna detección en muestras de agua contaminada. En la actualidad se pueden 
encontrar en el mercado bioensayos para la detección de metales pesados basados en el 
principio de inhibición enzimática, ofreciendo capacidades de rendimiento excepcionales, 
las cuales incluyen alta especificidad, sensibilidad, respuesta rápida y bajo costo. Dichos 
14 
  
ensayos se basan en que cuando existe presencia de este tipo de contaminantes en el 
medio de reacción, cierto tipo de enzimas tienden a disminuir su actividad enzimática. 
En el presente trabajo de investigación se realizó la inmovilización y encapsulación de la 
enzima  papaína en nanofibras de alcohol polivinílico (PVA) mediante la técnica de 
electrohilado y se determinó su actividad en la presencia de iones de metales pesados en 
medios acuosos. Como complemento también se realizaron pruebas en presencia de 
xenobióticos, ya que en recientes años el uso de estos se ha expandido y se pueden 
encontrar en afluentes cercanos a áreas industriales y agrícolas por lo cual es necesario que 
cualquier ensayo basado en inhibición enzimática mantenga su especificidad en presencia 
de estos, la figura 1 muestra el esquema del proceso experimental del ensayo 
 
Fig. 1 Proceso experimental del ensayo enzimático 
Las enzimas son proteínas que actúan como facilitadores o catalizadores de reacciones 
bioquímicas asociadas con la función de los organismos vivos. Este tipo de proteínas 
funcionan como máquinas moleculares altamente especializadas capaces de romper, 
ensamblar, o transformar moléculas. La historia de las enzimas inmovilizadas para la 
detección de metales es reciente, pero se ha demostrado en diferentes publicaciones que 
son un método fiable y menos costoso en comparación con los sistemas que se cuenta 
actualmente, sin embargo se tiene un gran trabajo de investigación  por delante. En el 
capítulo II, se presenta una revisión bibliográfica que sirve como antecedente de la 
presente investigación. En una primera instancia se proporcionan datos de problemas  de 
contaminación con metales pesados en el agua y los daños que ocasionan estos en la salud, 
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se mencionan de manera breve los métodos existentes para la detección de 
contaminantes, se hace extensa la definición de enzimas así como los diferentes tipos de 
inhibición enzimática e inmovilización. Se citan, además, diversos trabajos que se han 
desarrollado recientemente sobre el tema que atañe a esta investigación.  
En el tercer capítulo, se detalla el proceso experimentación, materiales, métodos y equipos 
utilizados. El efecto del proceso de inmovilización y encapsulación de la enzima en la 
morfología de las nanofibras se caracterizó mediante microscopia electrónica de barrido 
(SEM). La determinación de la actividad enzimática en presencia de iones metálicos se 
comprobó mediante la inhibición de su actividad enzimática utilizando la técnica de 
espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis). La morfología y distribución del diámetro de 
las nanofibras fue caracterizada mediante un microscopio electrónico de barrido (SEM), la 
presencia de la enzima dentro de las nanofibras de PVA se confirmó por espectroscopia 
infrarroja (FTIR). Se realizó el análisis térmico de las nanofibras mediante el calorímetro 
diferencial de barrido (DSC). La evaluación de la cantidad de proteína inmovilizada en las 
fibras se realizó utilizando un espectrofotómetro de ultravioleta-visible (UV/Vis). 
Los resultados y discusiones se exponen en un cuarto capítulo, donde se discute la 
distribución de diámetros de las nanofibras, la presencia de la enzima en las nanofibras, el 
comportamiento térmico de estas con respecto al PVA correlacionado a la variación de la 
concentración enzimática. Además, se presentan los resultados de la sensibilidad de la 
actividad enzimática en presencia de iones metálicos y xenobióticos mediante su 
correlación con diversos modelos matemáticos. 
 Por último, en el quinto capítulo se detallan las conclusiones del presente trabajo de 









El agua es esencial para todos los organismos vivos, sin embargo, si esa agua está 
contaminada puede ser un importante factor de riesgo en la contracción de enfermedades. 
De aquí surge que la detección de contaminantes tales como los metales pesados se ha 
convertido en una prioridad para la sociedad actual. Se estima que la cantidad total de 
agua (océanos, lagos, ríos, regiones polares, glaciares, aguas subterráneas, el agua de la 
biosfera y la atmósfera) en el planeta es de  aproximadamente 1.4 x 109 km3, lo que 
significa que el 72 % del planeta está cubierto de agua, sin embargo el 97 % de esta masa 
de agua es agua salada, inservible para consumo humano, riego de cultivos o usos 
industriales [1]. Todo esto combinado a la contaminación de las vías fluviales ha 
desencadenado uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, el cual se ha ido 
agudizando con el tiempo por el crecimiento demográfico exponencial de la población 
humana a nivel mundial. La Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó en su boletín 
anual World Health Statistics [2] que la proporción de la población sin acceso sostenible a 
fuentes de agua potable se redujo a la mitad entre 1990 y 2015. Sin embargo, existen 
todavía aproximadamente 748 millones de personas sin acceso a fuentes de agua de 
consumo. Aunado a lo anterior, existen grandes disparidades entre diferentes regiones del 
mundo, así como también entre las zonas urbanas y áreas rurales, al igual que entre los 
diferentes grupos socioeconómicos dentro de una misma comunidad. México cuenta con 
un vasto sistema de recursos hídricos: 722 cuentas hidrológicas, 653 acuíferos y 150 ríos. 
Anualmente cuenta con 460 mil millones de metros cúbicos de agua dulce renovable [3][4]. 
Del agua utilizada para uso consuntivo1, es decir para el abastecimiento agrícola, 
doméstico, industrial y para las termoeléctricas, el 63% proviene de fuentes superficiales 
(ríos, arroyos y lagos), mientras que el 37% restante proviene de fuentes subterráneas 
(acuíferos).En la figura 2 se muestra la distribución del uso del agua[3]. 
Para el año 2030 se proyecta que el agua disponible por año será de 3,783 m³ por 
habitante, esto es 478 m³ menos, en comparación con el año 2009, cuando la 
disponibilidad era de 4,261 m³ por habitante[5]. Consecuentemente, como se puede 
                                                          
1
Uso consuntivo es cuando existe consumo, entendido como la diferencia entre el volumen suministrado y el volumen descargado. 
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concluir, nuestro país enfrenta grandes desafíos respecto de la disponibilidad del agua. 
Esto debido al impacto del cambio climático, a la mala administración de los recursos 
hídricos, a la falta de recursos para la investigación y el desarrollo tecnológico, la falta de 
planificación ambiental y sobre todo a la contaminación de fuentes acuosas[6]. 
 
Fig. 2 Distribución de los volúmenes concesionados para usos consuntivos 
2.1.1Contaminación del agua 
La OMS define como agua contaminada cuando la composición de esta se encuentre 
alterada de tal modo que no reúna las condiciones necesarias para el uso para el que fue 
destinada en su estado natural, o bien cuando el estado del agua este modificado, directa o 
indirectamente, por el hombre, o por eventos naturales [7].  
2.2 La importancia de la detección de los iones metálicos en medios acuosos y su impacto 
en la salud 
Los iones metálicos se encuentran naturalmente en el ambiente y se introducen en los 
ecosistemas a través de procesos naturales [8][9]. Debido a que no son biodegradables 
pueden acumularse en el medio ambiente [10]. Si la acumulación de estos metales en los 
ecosistemas es mayor a la necesaria para el equilibrio medioambiental, con el paso del 
tiempo deriva en efectos adversos a la salud de los organismos. Durante el presente siglo 
ha habido una extracción intensiva de estos metales para usos industriales [11], lo que 
derivó en la acumulación en el medio ambiente de estos iones metálicos procedentes de 
actividades antropogénicas (minería, agricultura, combustión de carbón, derrame de 
petroquímicos, urbanización, deforestación) [12]. La acumulación de estos metales en el 
medio ambiente ocasionada por el hombre supera a las contribuciones debido a fuentes 
naturales (atmosfera, erupciones volcánicas, los incendios forestales); como consecuencia, 
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en la actualidad  la contaminación de las aguas con metales pesados se ha convertido en un 
problema de salud pública y una grave amenaza para el medio ambiente debido a la 
expansión de dichas actividades antropogénicas y al crecimiento demográfico exponencial 
de la población. La importancia de la detección de iones de metales pesados  en aguas y 
sedimentos está dada por sus características perjudiciales, tales como su elevada toxicidad, 
alta persistencia y rápida acumulación en los organismos vivos. La figura 3 muestra el ciclo 
de los metales pesados y como ingresan a la cadena alimenticia, facilitando la ingesta de 
metales pesados por los organismos del ecosistema, el ciclo se construye de izquierda a 
derecha, lo que indica la vulnerabilidad del hombre a la toxicidad de metales pesados.[13]. 
En la figura 4 se muestran los órganos del cuerpo humano y los metales que causan su mal 
funcionamiento [14][15].  
 
Fig.3 Fuente de los metales pesados y  su ciclo en el ecosistema suelo-agua-aire [13]. 
 De esta manera, es de esperarse que a lo largo de la historia se hayan presentado 
catástrofes por contaminación de aguas con metales pesados. Entre los ejemplos más 
conocidos podemos mencionar el que ocurrió en mayo de 1956, cuando fue detectada la 
enfermedad de Minamata, la cual se presentó como un desorden neurotóxico causado por 
la ingesta de productos marinos contaminados con compuestos de metilmercurio. Como 
después se descubrió, dichos compuestos contaminantes fueron vertidos en la Bahía de 
Minamata por la empresa  Shin-Nippon Chisso Hiryo K.K., lo cual provocó la  contaminación 




Fig. 4 Órganos del cuerpo afectados ingesta de metales pesados. 
Entre los síntomas principales de esta enfermedad podemos mencionar los trastornos 
sensoriales, ataxia, contracción concéntrica del campo visual, y desordenes auditivos. Cabe 
mencionar que no solo la población humana presentó este tipo de  repercusiones en la 
salud, sino también toda la fauna de la zona. Finalmente , después de numerosas 
campañas de limpieza de las aguas y sus sedimentos, en 1997  se declaró que los peces y 
mariscos de la zona eran aptos para el consumo humano y se retiró la red de protección 
que había sido instalada desde 1974 para que los peces contaminados no salieran del área 
contaminada de la bahía [16].  En el sudeste de Asia se están desarrollando estrictas 
regulaciones sobre la emisión de este tipo de contaminantes, ya que se han encontrado 
altas concentraciones de metales pesados en aguas subterráneas[17]. De igual manera se 
han reportado problemas de altas concentraciones de arsénico en las aguas profundas por 
causas naturales y actividades antropogénicas en Bangladesh [18][19], Oeste de Bengal 
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(India)[18], Tailandia[17], China[20] y Vietnam[21]. En Taiwán se encontraron casos de la 
enfermedad del pie negro, problemas cardiovasculares y cáncer de piel relacionados con 
altas concentraciones de arsénico en fuentes de agua[22][23][24]. En el sur de Tamil Nadu 
(India) se realizaron estudios toxicológicos en pozos de agua, en los cuales se encontraron 
concentraciones de cadmio (Cd) y mercurio (Hg) mayores a las permitidas por la OMS en 
fuentes de agua para consumo humano[25]. En Pakistán se han reportado casos de 
anemia, puntos blancos en la piel, problemas respiratorios y debilidad general por la 
presencia de altas concentraciones de arsénico (As) en fuentes acuosas, así como de 
hipertensión debido a la presencia de altas concentraciones de plomo (Pb)[26]. En Estados 
Unidos se ha vinculado la presencia de arsénico en fuentes de agua a problemas de 
próstata, melanoma y cáncer de vejiga[27]. En centro y Sudamérica se han reportado 
niveles altos de arsénico en ecosistemas de lugares tales como Nicaragua, Salvador, 
Argentina y Chile [28][29][30]. En otros países de la región, como Brasil se han reportado 
altos niveles de plomo en rios y lagos de  la región[31]. En la zona de la Amazonia se 
encontraron índices elevados de mercurio en ríos y vertientes de la zona[32][33][34][35]. 
En el rio Rin , Danubio y el Volga, los 3 ríos más grandes en Europa, se han presentado 
históricamente altos índices de contaminación[36][37][38].  
 
2.2.1 Metales pesados en México. 
México no es la excepción en respecto a la contaminación por metales pesados, en la 
literatura se pueden encontrar casos a lo largo de todo el territorio; por ejemplo al 
noroeste del país,  en el Río San Lorenzo se encontraron concentraciones de arsénico, 
cadmio, mercurio, plata y zinc en sedimentos y aguas de la zona [39]. En la Reserva de 
Madín la cual se encuentra ubicada sobre el río Tlalnepantla y el pueblo de Madín se 
encontraron xenobióticos y metales pesados[40] . Por otra parte, estudios realizados en 
aguas superficiales de  los estados de Puebla y Veracruz, encontraron que las descargas de 
aguas residuales en los ríos de la zona, contaminan gravemente al provocar que se 
sobrepasen los límites permisibles para cadmio (Cd), mercurio (Hg) y plomo (Pb) en agua 
para uso y consumo humano[41].  En México no solo se ha investigado la contaminación de 
metales pesados en los recursos hídricos, también se han hecho estudios en flora y fauna, 
en este año en curso se ha encontrado arsenico, cadmio, y plomo en el zooplancton y 
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peces del río Tula [42]. Igualmente, se encontraron metales pesados en los residuos óseos 
de  manatíes hallados muertos en las regiones costeras de los estados de Veracruz, 
Tabasco, Campeche y la bahía de Chetumal[43]. En la tabla 1 se enumeran algunos de los 
casos reportados en aguas profundas, residuales, sedimentos, así como en aguas para 
consumo humano y en animales. 
Año Lugar Metal  Referencia 
1998 Sonora As, Hg, Cd [44] 
Coatzacoalcos, Veracruz Zn, Pb [45] 
Pacifico Hg, Pb, Cr [46] 
Golfo Pb, Cd, Cr, Zn [46] 
2003 
 
Michoacán Pb [47] 
San Luis As, Pb [48] 
2005 
 
Comarca, Lagunera As [49] 
 Bahía Kunkaak, Sonora Cd, Pb [50] 
2006 Baja California Cd, Zn, Ni, Mn, Cu, Fe, Pb [51] 
 Bahía de Salina Cruz, Oaxaca Pb [52] 
2009 
 
Bahía de la Paz  Cd, Zn, Ni, P [53] 
Golfo de California Pb [54] 
Río San Pedro Cd, Cu, Fe, Mn, Pb, Zn [55] 
2011 
 
Laguna de San Andrés Cd [56] 
San Pedro de Nayarit Al,As,Ba,Cd,Ni,Cu,Cr,Fe,Hg,Pb,Zn [57] 
2012 Río Tigre Pb, Cd [58] 
 Puebla, Veracruz Cd,Hg, Pb [41] 
2013 Mar de Sonora Ni, Cu, Zn, Se, Mg Cd [59] 
2014 Costa de Guerrero Hg [60] 
 Golfo de California Zn, Se,Cd [61] 
 Río Tlalnepantla Fe, Al [40] 
 Valle del Mezquital, Hidalgo MMHg,As,Pb,Ag,As,Cd,Cu,Hg,Pb,Zn [62] 
2015 Río San Lorenzo  Pb,Cr,Cu,Zn [39] 
 Bahía de Chetumal Pb,Cr,Cu,Zn [43] 
2016 Río Tula As,Cd, Pb [42] 
    





2.3 Métodos de detección de metales pesados 
La detección de metales pesados se puede llevar a cabo mediante métodos confirmatorios 
o métodos por eliminación. Los métodos de confirmación se caracterizan al requerir bajos 
límites de contenido y por su alta precisión, pero en detrimento de lo anterior estos 
métodos requieren de instrumentos de laboratorio sofisticadosy de personal altamente 
especializado, lo cual hace que el análisis de muestras contaminadas sea costoso[63]. Uno 
de los principales métodos utilizados en la detección de metales es la espectroscopia de 
absorción atómica (AAS), el cual se basa en la generación de átomos en estado basal y en la 
medición de la cantidad de energía absorbida por estos, la cual es directamente 
proporcional a la concentración del elemento en la muestra analizada[64]. La 
espectrometría de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) es usualmente 
utilizada por su capacidad de discriminar isotopos y sus bajos límites de detección de 
metales; esta técnica deshidrata la muestra y excita los átomos presentes, y por último los 
ioniza al aplicar una corriente de radio frecuencia. El último paso en esta técnica es la 
espectrometría de masas (MS), la cual se basa en la separación de los núcleos atómicos en 
función de su relación carga-masa[65]. La espectroscopia de rayos x por fluorescencia (R-
FS) es otra técnica utilizada en el análisis de contenido metálico en muestras contaminadas 
y se basa principalmente en la emisión de rayos X secundarios (fluorescentes) por parte de 
la muestra al ser bombardeada con rayos X de alta energía o rayos Gamma [66]. 
 
Por otra parte los métodos por eliminación (bioensayo, electroquímicos y ópticos), son 
altamentes sensibles, el análisis requiere poco tiempo aunque la mayoría son qualitativos y 
su principal ventaja es su bajo coste[63]. Tomando en cuenta el creciente problema de la 
contaminación del agua, se presenta como necesario el desarrollo de métodos simples, 
rentables y de fácil acceso, que a su vez minimicen la utilización de personal altamente 
especializado; y que al mismo tiempo garanticen una detección eficiente. Los métodos por 
eliminación cumplen al pie de la letra los anteriores requerimientos, en caso de una 
respuesta positiva a la presencia de iones metálicos en una muestras, estos se pueden 
complementar, si así se requiere, con los métodos de confirmación para cuantificar con 
precisión el contenido de metales pesados.Los métodos ópticos son basados en la 
detección de una señal a través del cambio de color en la reacción del medio[67]. Los 
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métodos electroquímicos más conocidos son los potenciométricos, los cuales se basan en 
una respuesta electroquímica inducida por una diferencia de potencial[68]. 
Por otra parte, los bioensayos se caracterizan por la presencia de un biocomponente 
(anticuerpo, enzima, microorganismo, tejido, ácido nucleico) con alto nivel de 
especificidad, el cual reacciona a la presencia de un analito o sustrato en el medio[63].  
Uno de los grandes desafíos de la investigación en detección de metales pesados en 
medios acuosos, es el diseño y la síntesis de receptores específicos con una fuerte 
capacidad de interacción con los metales. La interacción de iones con moléculas biológicas 
tales como proteínas, anticuerpos, o ácidos nucleicos ofrece en este campo notables 
ventajas en términos de selectividad y los límites de detección[69]. Entre los receptores 
biológicos utilizados para este propósito, podemos nombrar el uso del  ADN para la 
detección de metales pesados; este método se basa principalmente en que mediante la 
hibridación del ADN el enlace timina - timina (T-T) puede unirse a cationes de metales 
pesados. En este sentido, se ha reportado que la capacidad quelante de las timinas es 
extremadamente selectiva hacia iones de mercurio (Hg2+), la cual logran mediante 
desajustes en el oligonucleótido para formar pares estables con estos iones metálicos[70]. 
En el 2009 Diesel y colaboradores, desarrollaron un bioensayo para la detección del 
arsénico en fuentes de agua naturales; dicho ensayo consistía en el uso de bacterias tales 
como Escherichiacoli, Bacillussubtilis, Staphylococcusaureus , y 
hodopseudomonaspalustris,  las cuales en respuesta a la presencia de arsénico en el medio 
producen una proteína, cuyo monto o actividad es medida en el bioensayo [71]. 
2.3.1 Bioensayos para detección de iones metálicos. 
Los bioensayos más comunes para la detección de metales pesados han sido basados en 
ácidos nucleicos. Sin embargo se ha reportado en la literatura el uso de proteínas para la 
detección de iones metálicos, debido principalmente a que pueden ser utilizadas bajo 
diferentes principios de funcionamiento: tales como la medición de los cambios 
conformacionales de las proteínas cuando interactúa con un ion de metal pesado [72], 
cambios de fluorescencia[73], o la disminución en la actividad catalítica [74]. En lo que 
respecta a la detección de iones metálicos usando enzimas, que son moléculas de 
proteínas catalíticas, éstas disminuyen su actividad catalítica por uniones no covalentes o 
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por modificaciones covalentes. El uso de enzimas para la detección de iones metálicos 
ofrece significativas ventajas sobre los métodos tradicionales de detección: tales como una 
alta sensibilidad, selectividad y especificidad[75]. Aunque la mayoría de estos ensayos 
ambientales están dirigidos a compuestos orgánicos de bajo peso molecular, incluyendo los 
contaminantes industriales, pesticidas y herbicidas, esta técnica es teóricamente aplicable 
a cualquiera de los contaminantes para los que un anticuerpo específico pueda ser 
generado[76].  
En la literatura podemos encontrar ensayos donde se utilizan enzimas para detectar la 
presencia de iones metálicos en solución, algunos ejemplos se presentan en la tabla 2.  
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Tabla 2. Ensayos enzimáticos para detección de metales 
Como se mencionó en el párrafo anterior los iones de metales pesados disminuyen o 
inhiben la actividad catalítica de las enzimas, por lo que se dice que actúan como 
inhibidores de enzimas. Todos los inhibidores enzimáticos tienen las mismas reglas de 
interacción en el medio de la reacción, por lo cual se puede tomar como una base para el 
desarrollo de ensayos enzimáticos para la detección de metales pesados, dicha inhibición 
es causada por unión del metal a un grupo funcional en el sitio activo de una enzima.  
El objetivo de este trabajo de investigación es el desarrollo de un ensayo enzimático para la 
detección de iones de metales pesados mediante el uso de la sensibilidad del centro activo 
de la enzima, particularmente de la enzima papaína, hacia la presencia de iones metálicos 
en el medio de reacción. De igual manera, se pretende estabilizar la enzima utilizando un 
sistema de inmovilización en nanofibras poliméricas electrohiladas, con lo cual se busca 
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potencializar la detección de los iones de metales pesados presentes en el medio tomando 
ventaja de la elevada área superficial y porosidad de este soporte nanoestructurado. Es 
importante destacar que nuestro grupo de investigación ya ha publicado el desarrollo de 
este sistema de inmovilización de la enzima papaína utilizando nanofibras electrohiladas 
poliméricas para su encapsulación y posterior inmovilización utilizando glutaraldehído 
como agente entrecruzante [83]. Este sistema mejoró considerablemente las condiciones 
de operación bajo las cuales  la enzima podía ser utilizada y posteriormente recuperada del 
medio de reacción. De igual manera se establecieron las bases para que esta enzima 
inmovilizada pudiera ser utilizada en aplicaciones tales como la que proponemos en esta 
tesis de investigación.  
2.4 Enzimas 
Las enzimas son proteínas cuya función es actuar como catalizadores de reacciones 
bioquímicas asociadas con el correcto funcionamiento de los organismos vivos. Las enzimas 
funcionan como máquinas moleculares altamente especializadas capaces de romper, 
ensamblar, o transformar moléculas[84]. La parte de la estructura molecular de la enzima 
donde se lleva a cabo  las reacciones químicas correspondientes a la catálisis se llama sitio 
activo. Este sitio activo es la región donde la enzima se combina con la molécula especifica 
con la cual reacciona, llamada sustrato o analito. Cuando un sustrato y una enzima se 
enlazan, la distribución de los electrones de los enlaces químicos del sustrato cambian, lo 
que da origen a la reacción química que origina al producto; una vez que el producto es 
fabricado, la enzima se libera y se comienza a regenerar para otro ciclo de reacciones 
químicas. El sitio activo de una enzima es sumamente específico hacia un cierto tipo de 
molécula de sustrato[85].Emil Fischer en 1894 sugirió que tanto la enzima como su 
correspondiente sustrato tienen formas geométricas específicas que se ajustan 
exactamente entre sí. Esta hipótesis recibió el nombre de mecanismo llave-candado (figura 
5)[86]. En 1958 Daniel Koshland sugirió una ligera modificación de la hipótesis llave-
candado, se basa en el principio de que las enzimas son flexibles, por lo tanto el sitio activo 
está cambiando su forma constantemente por sus interacciones con el sustrato; es decir, el 
sustrato no se une a un sitio activo como si fuera específicamente la forma correcta, más 
bien las cadenas laterales de aminoácidos del sitio activo se moldean en una posición 
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específica. Esta posición permite que la enzima inicie el proceso de catálisis, dicha teoría es 
llamada la teoría de ajuste inducido[87]. 
 
Fig. 5 Modelo llave-candado 
Un gran número de enzimas han llegado a convertirse en herramientas indispensables en 
distintos sectores de la industria tales como el tratamiento de aguas, la industria 
alimenticia y el sector farmacéutico[88][89][90][91]. Con el surgimiento de la 
nanotecnología y de la mano de la biotecnología se ha desarrollado una herramienta con la 
cual se pueden minimizar los problemas que se presentan al extraer a las enzimas de su 
medio natural, la conservación de la actividad enzimática, la reutilización de la enzima, es 
decir recuperación del medio de reacción en un proceso industrial, ya que este origina un 
costo adicional [92]. Las exigencias actuales obligan a mejorar la utilización de enzimas y 
alargar su ciclo de vida útil, lo cual permitirá seguir utilizándolas de manera efectiva en los 
sectores industriales y de investigación científica en los que su uso se ha vuelto 
indispensable. Una excelente solución a este problema, es la inmovilización de enzimas en 
distintos tipos de matrices, la cual ofrece una opción para aumentar la disponibilidad de la 
enzima sobre el sustrato utilizado, y su reutilización durante un período mayor y bajo un 
rango amplio de valores de pH y temperatura.  
2.4.1Inhibidores de enzimas 
Acerca de la actividad enzimática podemos mencionar que esta puede ser mermada por 
distintos factores, uno de los más importantes es la temperatura. Si la temperatura es 
demasiado alta, la forma del sitio activo de una enzima se altera, lo que hace imposible que 
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el sustrato pueda encajar. Si la temperatura es demasiado baja, el sustrato no tiene 
suficiente energía para moverse al sitio activo. Por otro lado son generalmente inestables 
en medios orgánicos o en condiciones variantes, presión o rangos de pH extremos. De igual 
manera si la temperatura se elevada demasiado por tiempos prolongados, las enzimas, al 
igual que los demás tipos de proteínas pueden perder su estructura tridimensional y dejar 
de ser funcionales, es un proceso llamado desnaturalización. En ocasiones las enzimas 
pueden llegar a ser inhibidas por altas concentraciones de sustratos o productos, o mostrar 
una baja actividad y selectividad hacia sustratos que no le son naturales. 
Los inhibidores enzimáticos pueden reducir o inhibir completamente la actividad catalítica 
de la enzima ya sea de manera reversible o permanente. El inhibidor puede modificar un 
aminoácido, o varias cadenas laterales indispensables para la correcta función catalítica de 
la enzima. La inhibición controlada de enzimas es ampliamente usada en la industria 
farmacéutica, donde la mayoría de los fármacos son diseñados para inhibir enzimas 
específicas; por ejemplo: el metotrexato fue usado inicialmente como parte de la 
quimioterapia en el tratamiento contra el cáncer, el cual trabaja inhibiendo semi-
selectivamente la síntesis de ADN de las células malignas. Los inhibidores enzimáticos se 
han utilizado de igual manera en analgésicos como la aspirina, naproxeno, ibuprofeno, 
etc.[93]. La clasificación común de los inhibidores enzimáticos está dividida en dos: 
inhibidores específicos y no específicos y esta inhibición puede ser reversible o irreversible. 
Los inhibidores irreversibles no tienen relación estructural con el sustrato, se unen 
covalentemente con el sitio activo de la enzima y destruyen al grupo funcional esencial del 
sitio activo.  
La inhibición reversible puede ser competitiva, no competitiva o acompetitiva con 
respecto a un sustrato particular. Con la reducción de la concentración de inhibidor, se 
regenera la actividad de la enzima debido a la asociación no covalente y el equilibrio 
reversible con la enzima. 
El inhibidor competitivo está estructuralmente relacionado con el sustrato y se une de 
forma reversible con el sitio activo de la enzima ocupando de esta manera el sitio del 
sustrato, en otras palabras el inhibidor competitivo compite con el sustrato por el sitio 
activo.  El inhibidor no competitivo no tiene una similitud estructural con el sustrato. Sin 
embargo, se puede ligar a la enzima libre mediante una unión lejos del sitio activo, lo cual 
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provoca una distorsión estructural de los sitios activos y alostéricos de la estructura 
tridimensional de la enzima y esto inactiva la catálisis. El aumento de sustrato hacia una 
concentración de saturación no revierte este tipo de inhibición, su reversión requiere de un 
tratamiento especial. El inhibidor acompetitivo (mixto) no tiene similitud estructural con el 
sustrato, pero se une tanto a la enzima libre como al complejo enzima-sustrato. Su forma 
de unión no es mutuamente exclusiva con el sustrato y la presencia de un sustrato no tiene 
influencia en la capacidad de un inhibidor no competitivo para unirse a la enzima y 
viceversa. Sin embargo, su unión aunque lejos del sitio activo altera la conformación de la 
enzima y reduce su actividad catalítica debido a cambios en la naturaleza de los grupos 
catalíticos en el sitio activo. En la tabla 3 se resume las características de los diferentes 
tipos de inhibición reversible[94].  
 
Tabla 3. Comparación de los diferentes tipos de inhibición reversible. 
2.4.2 Inmovilización de enzimas 
Una enzima inmovilizada se puede definir cuando estas se encuentran confinadas o 
localizadas en una cierta región definida del espacio y continúan con una determinada 
retención de su actividad catalítica[95]. Esta inmovilización se puede llevar a cabo por 
diferentes métodos, dependiendo de la naturaleza del receptor y la material que 
constituye la detección. Las ventajas de la inmovilización son: la fácil recuperación de la 
enzima, el aumento de su estabilidad en condiciones extremas, y la disminución del costo 
total del proceso, sin embargo pueden presentar algunas desventajas como: la pérdida 
parcial de la actividad catalítica, cambios en los parámetros de difusividad del analito hacia 
el centro activo y heterogeneidad del sistema[96]. 
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 Existen una amplia variedad de métodos de inmovilización, pero podemos mencionar 
cinco principales, los cuales se muestran en la figura 6 [97]. Estos métodos se clasifican 
como: métodos físicos (absorción, atrapamiento e inclusión en membranas) que  se 
caracterizan por la fijación de la enzima utilizando fuerzas débiles como lo son las 
interacciones electroestáticas e interacciones proteína-proteína. Por otra parte tenemos 
los métodos químicos (unión covalente o reticulado) que involucran la formación de al 
menos un enlace covalente. 
 
Fig. 6 Principales métodos de inmovilización 
Debido a la amplia gama de características químicas de las enzimas, sustratos y de soportes 
disponibles para un sistema de inmovilización enzimático, se han realizados combinaciones 
de los distintos métodos de inmovilización para poder obtener condiciones óptimas 
condiciones para el funcionamiento catalítico de la enzima y preservar su estabilidad y 
durabilidad. 
2.4.2.1 Inmovilización de enzimas en nanoestructuras 
Como se mencionó anteriormente las aplicaciones de las enzimas están limitadas por su 
inestabilidad una vez extraídas de su medio ambiente natural y su nula capacidad de 
reutilización, lo cual se logra controlar de forma efectiva mediante la inmovilización de la 
enzima. Sin embargo, cabe mencionar que la efectividad del método de inmovilización 
depende en gran manera de los materiales utilizados en el proceso de inmovilización. En 
este aspecto, las nanoestructuras cuentan con características únicas tales como una gran 
relación área-volumen, una elevada porosidad, superficies fácilmente modificables y alta 
transferencia de masa. Por las mencionadas características, diversas nanoestructuras se 
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han utilizado en la estabilización e inmovilización de enzimas; entre éstas podemos 
mencionar las nanopartículas, nanofibras, nanotubos, sílice mesoporosa, nanoestructuras 
en base en la técnica de sol-gel, entre otras[96]. Sin embargo, algunas de estas 
nanoestructuras muestran desventajas. Por ejemplo, la sílice mesoporosa y las 
nanoestructuras basadas en la técnica de sol-gel, confinan a las moléculas de enzima en su 
superficie interna, lo cual dificulta la interacción entre la enzima y el substrato, llevando de 
esta manera a una disminución en la actividad de la enzima inmovilizada[96]. En este 
sentido, las nanofibras y los nanotubos no tienen este problema ya que las características 
de su nanoestructura provocan que disminuyan significativamente las limitaciones en la 
transferencia de masa al contar con una elevada porosidad, lo cual facilita el paso de las 
moléculas de substrato hacia el sitio activo de la enzima inmovilizada; además como toda 
nanoestructura cuentan con la característica de una elevada relación área superficial 
contra volumen, lo cual favorece una mayor carga enzimática final[98]. Además las 
membranas de nanofibras son fácilmente recuperables del medio de reacción, por lo que 
pueden ser reutilizadas en reacciones subsecuentes, lo cual elimina el problema de 
recuperación que se presentaba en las nanopartículas por su tendencia a la dispersión[99]. 
Las nanofibras pueden ser sintetizadas a través de una variedad de procedimientos, entre 
los que se pueden mencionar: el auto-ensamblaje[100], síntesis por medio de un 
plantilla[101], separación de fases[102], estiramiento [103] y el electrohilado [104].  
 
2.4.2.1.1 Inmovilización de enzimas en nanofibras electrohiladas 
 
El método de electrohilado es el más utilizado para la síntesis de nanofibras poliméricas, 
sus diámetros varían desde 50nm hasta 500nm [105]. Esta técnica también ofrece la 
posibilidad de controlar el tamaño de los poros, la capacidad de controlar la composición 
de las nanofibras y mantener la característica principal de toda nanoestructura como lo es 







Enzima Polímero utilizado Año Ref. 
Glucanotransferasaciclo
dextrina 
Polyvinyl alcohol (pva)  
 
2016 [107] 
Laccase Poliamida 2016 [108] 
Papaína Poly(vinyl alcohol)  2015 [83] 
Tripsina Tereftalato de polietileno (pet) y tres tipos de poli 
(ácido láctico) 
2015 [109] 
Aminoacilasa Poly(vinyl alcohol)  2015 [110] 
L-asparaginasa Polianilina 2012 [111] 
Lacasas Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) 2012 [112] 
Lipasa Celulosa 2011 [113] 
Lacasas Ácido poliláctico, ácido poli-(láctico-co-glicólico) 2011 [114] 
Celulasa Óxido de polietileno 2011 [115] 
Β-glucosidasa Poli (estireno), poli  (estireno-co-anhídrido maleico) 2010 [116] 
Acetilcolinesterasa Poli (vinil alcohol) 2010 [117] 
Superóxidodismutasa Ácido poliláctico 2010 [118] 
    
Tabla 4. Enzimas inmovilizadas usando técnica de electrohilado 
En la tabla 4 se muestras un resumen de algunas enzimas que han sido inmovilizadas por 
electrohilado, a pesar de la variación de distintos factores tales como el tiempo, la 
temperatura y el pH, en todos los casos se ha reportado una notable mejoría en el 
desempeño de la enzima inmovilizada con respecto a la enzima en solución. Lo anterior 
significa que la enzima inmovilizada conserva durante más tiempo su actividad catalítica en 
un amplio rango de valores de temperatura, pH y tiempo de almacenamiento. Los dos 
mecanismos más comunes mediante los cuales se logra la inmovilización y fijación de la 
enzima en las nanofibras poliméricas son: el atrapamiento de la enzima seguido de un 
proceso de entrecruzamiento o reticulado, o bien la funcionalización de las nanofibras 
seguido de un proceso de activación y la posterior unión de la enzima mediante un enlace 
covalente; la primera de estas opciones fue utilizada por nuestro grupo de trabajo para 
inmovilizar la enzima de la papaína[83].Las nanofibras electrohiladas se emplean 
ampliamente en aplicaciones biomédicas, como matrices en la ingeniería de tejidos, como 
apósitos en la curación de herida, en la administración de fármacos, la filtración, como 
membrana de afinidad, en la inmovilización de las enzimas, implantes de injertos 
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vasculares de pequeño diámetro, asistencia sanitaria, biotecnología, ingeniería ambiental, 
defensa y seguridad, almacenamiento y la generación de energía. En la figura 7 se presenta 
un diagrama de las principales aplicaciones de las nanofibras 
electrohiladas[119][104][120][102][107].  
 
Fig. 7 Aplicaciones de las nanofibras electrohiladas 
2.5 La enzima papaína 
La papaína es una enzima cisteínica endopeptidasa (EC 3.4.22.2) extraída de la planta 
papaya Carica y es considerada como una enzima modelo de la familia de las cisteínas 
proteasas, en 1879 fue aislada por primera vez de la papaya Carica y también fue la primer 
proteasa cuya estructura cristalográfica fue esclarecida (figura 8)[121]. La papaína se 
compone de 212 aminoácidos con tres puentes di-sulfuros internos. Las proteasas 
cisteínicas requieren un ambiente reducido y ácido para ser activas. La actividad óptima de 
la papaína se produce a un pH de 5.8 a 7.5 y a una temperatura en el rango de 50 a 57 °C 
cuando la caseína se utiliza como el sustrato. La papaína es estable y activa por varios 
meses cuando se almacenan a 4° C. La disminución de la actividad durante el 
almacenamiento es debido a la oxidación del grupo tiol del sitio activo. Esta oxidación 





Fig. 8 Representación tridimensional de la estructura de la papaína[123]. 
 
2.5.1 Sitio Activo 
 
La triada catalítica que forma el sitio activo de la papaína está formada entre la cadena 
lateral de cisteína 25, Histidina 159 y la cadena lateral de asparagina 175, dentro del surco 
se encuentra el grupo SH, cercano al grupo sulfhídrico se encuentra el anillo de imidazol de 
la histidina 159, el cual se encuentra unido a su vez a través de puentes de hidrogeno, con 
la cadena lateral de asparagina 175 (figura 9)[124].La interacción entre enzima y sustrato 
ocurre en la superficie de la molécula de papaína en el surco donde encuentra el grupo SH; 
si este grupo se encuentra bloqueado por metales pesados, por agentes alquilantes o por 
formación disulfitica, la actividad catalítica de la enzima desaparece[122][125]. 
 
Fig. 9 Estructura del sitio activo de la papaína 
La papaína hidroliza su sustrato en fragmentos peptídicos muy pequeños. Esta enzima 
necesita cisteína para activarse y realizar la hidrólisis. El pH óptimo es neutro, pero tolera 
variaciones entre 4 y 9,5. El rango de temperatura óptimo también oscila entre 5 ºC y 66 
ºC[121]. La enzima papaína tiene importantes aplicaciones en la industria,  tales como su  
amplio uso en la industria cárnica para el ablandamiento de carne,  así como en la industria 
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cervecera donde es usada para evitar el enturbiamiento de la cerveza debido a bajas 
temperatura[121][126][127]. 
2.5.2 Métodos de inmovilización de la papaína en nanoestructuras 
En la literatura podemos encontrar publicaciones donde la enzima de la papaína ha sido 
inmovilizada en nanoestructuras por ejemplo en la sílice mesoporosa donde la papaína 
inmovilizada exhibe una excelente estabilidad a un pH de 5 [128]. De igual manera, la 
papaína también ha sido inmovilizada en nanobastones de oro donde mantuvo una alta 
actividad catalítica incluso después de usarla continuamente [129]. Por otra parte, esta 
enzima ha sido utilizada en nanopartículas magnéticas, donde se reportó que mejoró su 
tolerancia a las variaciones en diferentes rangos de pH y temperatura, obteniendo una 
mejor estabilidad de almacenamiento y una buena capacidad de reutilización. Este mismo 
método se ha complementado con la adhesión de las nanopartículas de plata en conjunto 
con la enzima papaína a esferas de sílice utilizando la interacción electroestática. Una 
técnica recientemente utilizada por su relativa sencillez es la inmovilización en nanofibras 
electrohiladas donde se aprovecha la elevada relación área/ volumen de estos materiales 
para incrementar la carga de enzima inmovilizada; esta técnica tiene como ventaja 
respecto a las otras que es una técnica de producción de nanoestructuras en un solo paso, 
además que permite que la enzima conserve su actividad catalítica después del proceso de 
encapsulación[83].   
2.5.3 Papaína utilizada en ensayos enzimáticos de detección de iones metálicos 
En la literatura hay reportes del uso de la enzima papaína en ensayos para detección de 
metales, en los cuales se ha encontrado que su actividad enzimática es sensible a la 
presencia de iones metálicos en el medio de reacción. Shukor y colaboradores utilizaron la 
enzima papaína en solución para la detección de iones metálicos contaminantes tales como 
Hg2+, Ag2+, Pb2+, Zn2+ y xenobióticos en aguas de Malasia; en este caso la enzima dio una 
repuesta toxicológica positiva, es decir hubo una disminución de la actividad catalítica 
enzimática [76]. Posteriormente, Wahab et al. trabajaron en la detección de mercurio 
(Hg2+)  en muestras de diferentes productos herbales. Las muestras en las que se detectó 
contaminación, fueron enviadas al laboratorio para usar métodos confirmativos y validar la 
respuesta de la enzima. Al final se comprobó que la enzima nuestra una inhibición de su 
actividad ante presencia de iones mercurio (Hg2+)[79]. Con la premisa de que en diversas 
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situaciones reales se pueden encontrar distintos tipos de iones metálicos en aguas 
contaminadas,  Xue-Ying Liuy colaboradores estudiaron la influencia y la interacción de los 
iones metálicos  Hg2+ y Cu2+ sobre la actividad catalítica de la enzima papaína. En este 
estudio se encontró que existe una interacción fuerte de inhibición competitiva 
combinatoria entre los iones  Cu2+ y Hg2+  en las muestras analizadas [130].  Tomando en 
cuenta los ejemplos anteriores en la literatura, podemos afirmar que existe una base 
científica que sustenta a la enzima papaína como una entidad eficiente en la detección de 
metales pesados y contaminantes en muestras acuosas contaminadas.  
2.6 Motivación o justificación 
La contaminación de los recursos hídricos por metales pesados es un problema que se ha 
ido incrementando debido al crecimiento demográfico y al aumento de actividades 
antropogénicas, esto ha desencadenado uno de los principales problemas de salud a nivel 
mundial, debido a que no son biodegradables pueden acumularse en el medio ambiente. 
La población tiene fácil acceso a este tipo de contaminantes por medio de la cadena 
alimenticia, o bien por la ingesta directa de aguas contaminadas provocando daños muchas 
veces irreversibles en la salud. La detección de dichos contaminantes suele ser costoso, 
requiere un tiempo de procesamiento de datos relativamente largo y de sofisticado 
análisis, por lo cual es necesario el desarrollo de métodos para detección de iones 
metálicos en aguas a bajo costo, amigables para el ambiente y con métodos relativamente 
simples para evitar el consumo de agua con una calidad deficiente.  
2.7 Hipótesis 
La enzima papaína encapsulada e inmovilizada en nanofibras electrohiladas poliméricas es 
un material efectivo en la creación de un ensayo enzimático para la detección de iones 
metálicos en medios acuosos. 
2.8 Objetivo general 
La detección de contaminantes, tales como iones metálicos, en medios acuosos mediante 
un ensayo enzimático usando la enzima papaína inmovilizada en nanofibras electrohiladas 
de polivinilalcohol (PVA). Este ensayo tendrá potencial aplicación en la detección de la 





2.8.1 Objetivos específicos 
 Llevar a cabo la inmovilización de la enzima papaína en nanofibras poliméricas 
electrohiladas de PVA siguiendo el método reportado por nuestro grupo de 
investigación. 
 Evaluar la actividad catalítica de la enzima inmovilizada bajo distintos ambientes de 
reacción para encontrar el más adecuado para llevar a cabo el ensayo de detección 
de iones metálicos.  
 Evaluar el comportamiento de la actividad enzimática de la papaína libre en 
solución en la presencia de los diferentes iones metálicos propuestos y medir su 
grado de inhibición enzimática.  
 Realizar pruebas de actividad enzimática con la enzima inmovilizada en nanofibras 
electrohiladas de PVA con la presencia de diferentes iones metálicos en el medio de 
reacción.  
 Llevar a cabo el análisis de datos de los experimentos de inhibición y tratarlos bajo 
diferentes modelos matemáticos para obtener el correspondiente factor de 
correlación (R2).  
 Evaluar el grado de interferencia de interferentes tipo xenobióticos en la 
interacción entre la concentración de distintos iones metálicos y el centro activo de 
la enzima inmovilizada.  
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3.1 Materiales y Reactivos 
PapaíŶa ;E.C. ϯ.ϰ.ϮϮ.Ϯ, ϭ.ϲ U/ŵgͿ de láteǆ de papaǇa, ĐisteíŶa  ≥ϵϳ% ;Mw 121.16 g/mol), N-
alfa-Benzoil-L-Arginina-4-NitƌoaŶilida ≥ϵϴ% ;BAPAͿ ;Mw 434.88 g/mol), glutaraldehído 
grado I 50% acuoso (Mw  ϭϬϬ.ϭϮ g/ŵolͿ, Tƌis ďuffeƌ, áĐido aĐétiĐo ƌeaĐtiǀo AC“ ≥ϵ9.7%, 
cloruro de mercurio (I) (Hg2Cl2Ϳ ƌeaĐtiǀo AC“ ≥ϵϵ.ϱ%, Ŷitƌato de plata ;AgNO3) reactivo ACS 
≥ϵϵ.Ϭ%, Ŷitƌato de Đoďalto ;IIͿ ;CoN2O6 6H2OͿ ƌeaĐtiǀo AC“ ≥ϵϴ%, alďúŵiŶa de sueƌo ďoǀiŶo 
;B“AͿ polǀo liofilizado ≥ ϵϲ% ;eleĐtƌofoƌesis eŶ gel de agaƌosaͿ fueƌoŶ adƋuiƌidos eŶ “igŵa-
Aldrich. Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Mw 372.25 g/mol), dimetil sulfóxido 
(DMSO) (Mw 78.13), cloruro cúprico (CuCl2Ϳ ƌeaĐtiǀo AC“ ≥ ϵϵ.Ϭ%, Đloƌuƌo de ziŶĐ ;)ŶCl2) 
ƌeaĐtiǀo AC“ ≥ϵϳ.Ϭ% fueƌoŶ pƌoǀistos poƌ PƌoduĐtos QuíŵiĐos MoŶteƌƌeǇ. Poli ;ǀiŶil 
alcohol) (PVA) con 98% de hidrólisis y un peso molecular promedio en peso (Mw) de 126 
kg/mol, poli (vinil alcohol) (PVA) con una hidrólisis de 87-89 % y un peso molecular 
promedio en peso (Mw) de 13-23 kg/mol fueron comprados en Aldrich.  SDS (SIGMA), 
Triton-X-100 (SIGMA), Nonidet-P40 (SIGMA), Bradford dye-binding assay.  
 
3.2 Encapsulación de papaína 
La encapsulación de la enzima papaína fue llevada a cabo siguiendo el procedimiento 
reportado por nuestro grupo de trabajo [83]. Cada una de las corridas se dividió en cuatro 
partes de igual peso. Dos de las muestras  se utilizaron para las pruebas de actividad 
enzimática y las otras dos se utilizaron para calcular la cantidad de proteína encapsulada en 
las nanofibras electrohiladas.  Las muestras se almacenaron en un refrigerador a 6 ° C de 
temperatura. 
3.2.1 Inmovilización de papaína 
La inmovilización de papaína encapsulada en las fibras de PVA se logró mediante su 
entrecruzamiento mediante glutaraldehído. Este tipo de aldehído es agente entrecruzante 
comúnmente utilizado para la inmovilización de proteínas en matrices poliméricas, debido 
a su alta reactividad hacia los grupos aminos y carboxílico[131][132][133][134][135].Las 
fibras se expusieron al vapor de glutaraldehído  introduciéndose en un reactor dentro de 
un horno 50 °C por espacio de 1 hora, después se dejaron en la campana por 10 minutos 
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para remover el glutaraldehído extra para su posterior uso en las pruebas de actividad 




Fig. 10 Proceso de Inmovilización de la enzima papaína 
3.3 Determinación de la cantidad de enzima encapsulada 
La cantidad total de enzima encapsulada en las nanofibras recién electrohiladas se calculó 
empleando el ensayo Bio-Rad. Para este propósito se preparó una curva de calibración a 
partir de soluciones a diferentes concentraciones de  albúmina de suero bovino (BSA) (2, 
1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml) en tubos de 2 ml. También se preparó un blanco con 
agua destilada. Se tomaron las dos partes de cada corrida de electrohilado destinadas a 
este propósito y se sumergieron por 24 horas en una solución buffer  Tris de pH 7.5, con el 
objetivo de que toda la cantidad presente de proteína en las nanofibras se difundiera hacia 
el buffer. Para realizar las mediciones se tomó un volumen de 0.2 ml del buffer y se 
añadieron 1 ml del reactivo Bio-Rad. Se mezcló bien y se dejó reaccionar por 5 minutos 
para posteriormente leer la absorbancia en un espectrofotómetro UV-VIS a 595 nm [136]. 
Este mismo procedimiento se aplicó para cada una de las soluciones estándar y también 
para una solución de papaína de 0.1 mg/ml.  Una vez determinadas las absorbancias de las 
muestras, se utilizó la curva de calibración para convertir los datos a unidades de masa. 
Finalmente se realizó una conversión de unidades para expresar los resultados en 
miligramos. Para calcular el porcentaje de eficiencia de carga enzimática se dividió la 




3.4 Medición de la actividad enzimática y estudios de inhibición e interferencia 
La medición de la actividad de la papaína se midió con la enzima libre e inmovilizada, 
después en presencia de iones metálicos, posteriormente en presencia de iones metálicos 
e interferentes como se muestra en el esquema de la figura 11. 
 
Fig. 11 Proceso de la medición de la actividad enzimática 
3.4.1 Preparación del sustrato activador 
Para la preparación del sustrato activador se disolvieron 43.5 mg de BAPA en 1 ml de 
DMSO, mientras que 60.58 mg de cisteína se disolvían en 99 ml de Tris-HCl buffer pH 7.5. 
Una vez disuelto adecuadamente se mezclaron las dos soluciones, para obtener 100 ml de 
la solución del sustrato activadora de la enzima. Esta solución de sustrato se preparaba 
fresca diariamente. A diferencia del sustrato activador estándar reportado en la literatura, 
en este trabajo el reactivo  ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) no se agregó al medio 
de reacción debido a que es un quelante de metales y podría afectar el proceso de 
inhibición de la actividad enzimática de la papaína debido a la presencia de iones 
metálicos.  
 
3.4.2 Preparación de iones metálicos 
Tanto la  papaína en solución como inmovilizada en nanofibras de PVA fueron sometidas a 
pruebas para medir la sensibilidad de su actividad enzimática a la presencia de iones 
metálicos. Se prepararon soluciones stock disolviendo sales metálicas en agua desionizada 
hasta llegar a concentraciones de 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 30ppm y 40 




3.4.3 Preparación de xenobióticos 
Tanto la  papaína en solución como inmovilizada en nanofibras de PVA fueron sometidas a 
pruebas para medir la sensibilidad de su actividad enzimática a la presencia de iones 
metálicos e interferentes al mismo tiempo. Con estas pruebas se busca determinar qué tan 
específico es el cambio de la actividad enzimática de la papaína inmovilizada ante la 
presencia de iones metálicos en solución. Los interferentes utilizados fueron SDS, Triton-X-
100 , Nonidet-P40, ya que han sido reportados con una interferencia positiva[76]. De cada 
interferente se prepararon soluciones stock. Los cuales se prepararon al 2% (v/v) en agua 
desionizada, posteriormente se agregaron a la reacción final a una concentración de  0.25% 
(v/v). 
3.4.4 Medición de la actividad de la enzima 
Se evaluó la actividad amidasa de la papaína empleando como sustrato al N-alfa-Benzoil-L-
Arginina-4-Nitroanilida (BAPA). El experimento se llevó a cabo con la papaína libre e 
inmovilizada,  el ensayo está basado en el método de Earlanger et al. adaptado para 
papaína [137]. Se colocaron en tubos de ensayo 1 ml de una solución de papaína con una 
concentración de 1 mg/ml o una muestra de la papaína inmovilizada en nanofibras de PVA. 
A estas muestras se les agregó 5 ml de la solución de sustrato activadora de la enzima y se 
dejaron reaccionar por espacio de 25 minutos a temperatura ambiente. Después se detuvo 
la reacción con la adición de 1 ml de ácido acético al 30%. Posteriormente se leyó el cambio 
eŶ la aďsoƌďaŶĐia a ϰϭϬ Ŷŵ ĐoƌƌespoŶdieŶte a la pƌeseŶĐia de ρ-nitroanilina liberada como 
resultado de la acción amidasa de la papaína sobre el substrato BAPA. Esta absorbancia era 





Fig. 12 Esquema del proceso de la medición actividad enzimática 
Este mismo procedimiento se llevó acabo para la medición de la actividad de la enzima en 
presencia de iones metálicos añadiendo al tubo de ensayo 0.5 ml de iones de metales 
pesados de diferentes concentraciones (2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 30ppm 
y 40 ppm) de cada metal (figura 13). 
 
Fig. 13 Esquema del proceso de la medición actividad enzimática en presencia de iones metálicos 
Se repitió el procedimiento para la medición de la actividad de la enzima en presencia de 
iones y xenobióticos, solo que esta vez se añadió  al tubo de ensayo 0.5 ml de iones de 
metales pesados de diferentes concentraciones (2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 
ppm, 30ppm y 40 ppm) de cada metal, y posteriormente se agregaron al mismo tubo de 





Fig. 14 Esquema del proceso de la medición actividad enzimática en presencia de iones metálicos e interferentes 
En todos los casos la actividad enzimática obtenida se expresa en unidades BAPA, las cuales 
se calculan mediante la fórmula siguiente: 
 
UŶidades BAPA= Δ410nm/min X 1000 X 2.5/8800 
 
donde 8,800 es el coeficiente de extinción molar del sustrato BAPA, 2.5 es el volumen en 
ŵl, Δ410nm/mines la absorbancia a 410nm por minutos de reacción y 1000 es un factor de 
conversión que resulta de convertir moles a micromoles y ml a l.  La actividad específica se 
obtuvo al dividir las unidades BAPA entre la cantidad de la enzima papaína presente en las 
nanofibras de PVA y es expresada en unidades BAPA por miligramo de proteína.  
 
3.5 Equipos Utilizados 
 
La morfología y distribución del diámetro de las nanofibras fue caracterizada mediante un 
microscopio electrónico de barrido (SEM) modelo FEI Nova Nano Sem Model 200. La 
presencia de la enzima dentro de las nanofibras de PVA se confirmó por espectroscopia 
infrarroja (FTIR). Para el análisis térmico de las nanofibras se utilizó el calorímetro 
diferencial de barrido (DSC) modelo TA Instruments Q1000. Para realizar estas pruebas se 
electrohilaron nanofibras a diferentes porcentaje de contenido enzimático 




Para la evaluación de la actividad de la enzima y cálculo de la cantidad de proteína 
inmovilizada en las fibras se utilizó un espectrofotómetro de ultravioleta-visible (UV/Vis) 
modelo Perkin Elmer Lambda UV 35.  
Para la síntesis de fibras se utilizó un equipo de electrohilado el cual consiste en una fuente 
de alto voltaje de corriente directa marca Gamma, un colector de aluminio el cual se 
conecta al cátodo de la fuente de voltaje y el ánodo es conectado a una aguja de la jeringa 
marca BD Plasstipak 3ml (22G x 32mm). El flujo de la solución polimérica de PVA se llevó a 
cabo mediante una bomba de inyección marca New Era Pump Systems. 
Referencias 
[1] A. Bƌ„utigaŵ, ͞The fƌeshǁateƌ Đƌisis: BasiĐ eleŵeŶts,͟ iŶ World Conservation, vol. 30, no. 2, 1999, 
pp. 45–113. 
[2] World Health Statistics 2015. 2015. 
[3] CONAGUA, ͞EstadistiĐas del Agua eŶ MéǆiĐo,͟ Uso Del Agua, vol. Capitulo 3, p. 14, 2011. 
[4] M. D. Delong, Rivers of North America. 2005. 
[5] I. “. CoheŶ, Ú. O. “pƌiŶg, aŶd G. D. Padilla, ͞Wateƌ ‘esouƌĐes iŶ MeǆiĐo,͟ Water Resour. Mex. 
Scarcity, Degrad. Stress. Conflicts, Manag. Policy, vol. 7, pp. 39–49, 2011. 
[6] C. M. Lewandowski, N. Co-investigator, and C. M. Lewandowski, Water Resources in Mexico, vol. 
7. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 2011. 
[7] W. “Đhǁaƌtz, ͞G. EVELYN HUTCHIN“ON, A Tƌeatise oŶ LiŵŶologǇ, Vol. I, Paƌt: ϭ GeogƌaphǇ aŶd 
Physics of Lakes. XIV, 540 S., 154 Abb., 63 Tab., 11 Tafeln. Vol. I, Part 2: Chemistry of Lakes. XIV, 
ϰϳϰ “., ϳϰ Aďď., ϲϵ Taď. ;Veƌďesseƌteƌ NeudƌuĐk deƌ Ausgaďe ǀoŶ ϭϵϱϳͿ. Neǁ Y,͟ Z. Allg. 
Mikrobiol., vol. 17, no. 3, pp. 256–257, 1977. 
[8] R. Singh, R., Gautaŵ, N., Mishƌa, A., & Gupta, ͞HeaǀǇ ŵetals aŶd liǀiŶg sǇsteŵs: AŶ oǀeƌǀieǁ,͟ 
Indian J. Pharmacol., vol. 43(3), p. 246–253., 2011. 
[9] “. “. Ahŵad, M. ‘. Aziŵ, M. Bilal, Q. Mahŵood, aŶd A. ‘ashid, ͞CuƌƌeŶt “tatus of ToǆiĐ Metals 




[10] H. Ali, E. KhaŶ, aŶd M. A. “ajad, ͞PhǇtoƌeŵediatioŶ of heaǀǇ ŵetals—CoŶĐepts aŶd appliĐatioŶs,͟ 
Chemosphere, vol. 91, no. 7, pp. 869–881, 2013. 
[11] J. O. Nƌiagu, ͞The ƌise aŶd fall of leaded gasoliŶe,͟ Sci. Total Environ., vol. 92, pp. 13–28, 1990. 
[12] ‘. a. WuaŶa aŶd F. E. OkieiŵeŶ, ͞HeaǀǇ Metals iŶ CoŶtaŵiŶated “oils: A ‘eǀieǁ of “ouƌĐes, 
CheŵistƌǇ, ‘isks aŶd Best Aǀailaďle “tƌategies foƌ ‘eŵediatioŶ,͟ ISRN Ecol., vol. 2011, pp. 1–20, 
2011. 
[13] N. C. Brady and R. R. Weil, The nature and properties of soils, vol. 13, no. Ed. 11. 2002. 
[14] G. Bánfalvi, Heavy metals, trace elements and their cellular effects. 2011. 
[15] J. W. More and R. S., Heavy Metal in Natural Waters. Applied Monitoring and Impact Assessment. 
1984. 
[16] MiŶisteƌio de Medio AŵďieŶte de JapóŶ, ͞EŶseñaŶzas de la EŶfeƌŵedad de MiŶaŵata Ǉ el 
MaŶejo del MeƌĐuƌio eŶ JapóŶ,͟ Div. la Salud y Segur. Medioambient. Dep. Salud Ambient. 
Minist. del Medio Ambient. Japón, 2012. 
[17] P. L. “ŵedleǇ, ͞Chapteƌ ϳ AƌseŶiĐ iŶ gƌouŶdǁateƌ – south aŶd east Asia,͟ pp. ϭϴϬ–209, 2003. 
[18] U. K. Chowdhury, B. K. Biswas, T. R. Chowdhury, G. Samanta, B. K. Mandal, G. C. Basu, C. R. 
Chanda, D. Lodh, K. C. Saha, S. K. Mukherjee, S. Roy, S. Kabir, Q. Quamruzzaman, and D. 
Chakƌaďoƌti, ͞GƌouŶdǁateƌ aƌseŶiĐ ĐoŶtaŵiŶatioŶ iŶ BaŶgladesh aŶd West BeŶgal, IŶdia,͟ 
Environ. Health Perspect., vol. 108, no. 5, pp. 393–397, 2000. 
[19] “. “. Afzal HossaiŶ, M. Fazle ‘aďďi, Aďduƌ ‘ahŵaŶ Aďid, ͞Arsenic Problem in Groundwater, a 
Growing Threat to Public Health in Bangladesh: An Overall Perspective and Management 
ModelliŶg AppƌoaĐh,͟ iŶ Groundwater Updates, 2000, pp. 473–474. 
[20] L. Rodríguez-Lado, G. Sun, M. Berg, Q. Zhang, H. Xue, Q. Zheng, and C. A. JohŶsoŶ, ͞GƌouŶdǁateƌ 
AƌseŶiĐ CoŶtaŵiŶatioŶ Thƌoughout ChiŶa,͟ Science (80-. )., vol. 341, no. 6148, pp. 866–868, 
2013. 
[21] Ώ MiĐhael Beƌg *, ΐ HoŶg CoŶ TƌaŶ, ΐ Thi ChuǇeŶ NguǇeŶ, ΐ HuŶg Viet Phaŵ, Ώ ‘olaŶd 
“ĐheƌteŶleiď, aŶd aŶd Walteƌ GigeƌΏ, ͞Aƌsenic Contamination of Groundwater and Drinking 
Wateƌ iŶ VietŶaŵ: A HuŵaŶ Health Thƌeat,͟ Environ. Sci. Technol., vol. 35, no. 13, pp. 2621–
2626, 2001. 
[22] C.-H. TseŶg, ͞AŶ oǀeƌǀieǁ oŶ peƌipheƌal ǀasĐulaƌ disease iŶ ďlaĐkfoot disease-hyperendemic 
54 
  
villages iŶ TaiǁaŶ.,͟ Angiology, vol. 53, no. 5, pp. 529–537, 2002. 
[23] W. P. TseŶg, ͞EffeĐts aŶd dose--response relationships of skin cancer and blackfoot disease with 
aƌseŶiĐ,͟ Env. Heal. Perspect, vol. 19, pp. 109–119, 1977. 
[24] C. J. Chen, Y. C. Chuang, T. M. LiŶ, aŶd H. Y. Wu, ͞MaligŶaŶt Ŷeoplasŵs aŵoŶg ƌesideŶts of a 
blackfoot disease-endemic area in Taiwan: High-aƌseŶiĐ aƌtesiaŶ ǁell ǁateƌ aŶd ĐaŶĐeƌs,͟ Cancer 
Res., vol. 45, no. 11 II, pp. 5895–5899, 1985. 
[25] C. Puthiyasekar, M. a Neelakantan, and S. Poongothai, ͞HeaǀǇ ŵetal ĐoŶtaŵiŶatioŶ iŶ ďoƌe 
water due to industrial pollution and polluted and non polluted sea water intrusion in 
Thoothukudi aŶd TiƌuŶelǀeli of “outh Taŵil Nadu, IŶdia.,͟ Bull. Environ. Contam. Toxicol., vol. 85, 
no. 6, pp. 598–601, 2010. 
[26] A. Waseeŵ, J. Aƌshad, F. IƋďal, A. “ajjad, ). Mehŵood, aŶd G. Muƌtaza, ͞PollutioŶ “tatus of 
PakistaŶ: A ‘etƌospeĐtiǀe ‘eǀieǁ oŶ HeaǀǇ Metal CoŶtaŵiŶatioŶ of Wateƌ, “oil, aŶd Vegetaďles,͟ 
Biomed Res. Int., vol. 2014, pp. 1–29, 2014. 
[27] J. E. Bunnell, ‘. B. FiŶkelŵaŶ, J. A. CeŶteŶo, aŶd O. “eliŶus, ͞MediĐal GeologǇ: A gloďallǇ 
eŵeƌgiŶg disĐipliŶe,͟ Geologica Acta, vol. 5, no. 3. pp. 273–281, 2007. 
[28] J. BuŶdsĐhuh, A. P. Caƌƌeƌa, aŶd M. Litteƌ, ͞DistƌiďuĐióŶ del aƌséŶiĐo eŶ las ƌegioŶes IďéƌiĐa e 
IďeƌoaŵeƌiĐaŶa,͟ … Iďeroaŵ. CieŶĐ. y …, 2008. 
[29] D. L. López, J. Bundschuh, P. Birkle, M. A. Armienta, L. Cumbal, O. Sracek, L. Cornejo, and M. 
OƌŵaĐhea, ͞VolĐaŶiĐ aƌseŶiĐ aŶd ďoƌoŶ pollutioŶ of IlopaŶgo lake,͟ iŶ Geogenic Arsenic in 
Groundwater of Latin America, 2008, pp. 129–143. 
[30] D. L. López, J. Bundschuh, P. Birkle, M. A. Armienta, L. Cumbal, O. Sracek, L. Cornejo, and M. 
OƌŵaĐhea, ͞AƌseŶiĐ iŶ ǀolĐaŶiĐ geotheƌŵal fluids of LatiŶ AŵeƌiĐa.,͟ Sci. Total Environ., vol. 429, 
pp. 57–75, 2012. 
[31] B. R. Figueiredo, M. I. Litter, C. R. Silva, N. Mañay, S. C. Londono, A. M. Rojas, C. Garzón, T. 
Tosiani, G. M. Di Giulio, E. M. De Capitani, Â. J. Dos Anjos, R. S. Angélica, M. C. Morita, M. M. B. 
Paoliello, F. G. CuŶha, A. M. “akuŵa, aŶd O. A. LiĐht, ͞MediĐal GeologǇ “tudies iŶ “outh 
AŵeƌiĐa,͟ iŶ Medical Geology, 2010. 
[32] M. C. Silva-Foƌsďeƌg, B. ‘. Foƌsďeƌg, aŶd V. K. )eideŵaŶŶ, ͞MeƌĐuƌǇ CoŶtaŵiŶatioŶ iŶ HuŵaŶs 
LiŶked to ‘iǀeƌ CheŵistƌǇ iŶ the AŵazoŶ BasiŶ,͟ Ambio, vol. 28. pp. 519–521, 1999. 
55 
  
[33] O. Malŵ, ͞Gold ŵiŶiŶg as a souƌĐe of ŵeƌĐuƌǇ eǆposuƌe iŶ the BƌaziliaŶ AŵazoŶ.,͟ Environ. Res., 
vol. 77, no. 2, pp. 73–8, 1998. 
[34] A. C. Barbosa, S. R. L. Silva, and J. G. Dóƌea, ͞CoŶĐeŶtƌatioŶ of ŵeƌĐuƌǇ iŶ haiƌ of iŶdigeŶous 
ŵotheƌs aŶd iŶfaŶts fƌoŵ the AŵazoŶ ďasiŶ,͟ Arch. Environ. Contam. Toxicol., vol. 34, no. 1, pp. 
100–105, 1998. 
[35] A. C. Baƌďosa, A. M. GaƌĐia, aŶd J. ‘. De “ouza, ͞MeƌĐuƌǇ ĐoŶtaŵiŶatioŶ iŶ hair of riverine 
populatioŶs of ApiaĐas ƌeseƌǀe iŶ the BƌaziliaŶ AŵazoŶ,͟ Water. Air. Soil Pollut., vol. 97, no. 1–2, 
pp. 1–8, 1997. 
[36] J. E. M. Beurskens, G. A. J. Mol, H. L. Barreveld, B. van Munster, and H. J. Winkels, 
͞GeoĐhƌoŶologǇ of pƌioƌitǇ pollutaŶts iŶ a sediŵeŶtatioŶ aƌea of the ƌhiŶe ƌiǀeƌ,͟ Environ. 
Toxicol. Chem., vol. 12, no. 9, pp. 1549–1566, 1993. 
[37] H. J. WiŶkels, J. P. M. ViŶk, J. E. M. BeuƌskeŶs, aŶd “. B. KƌooŶeŶďeƌg, ͞DistƌiďutioŶ aŶd 
geochronology of priority pollutants in a large sedimentation area, River Rhine, The 
NetheƌlaŶds,͟ Appl. Geochemistry, vol. 8, no. 2, pp. 95–101, 1993. 
[38] T. Haŵeƌs, J. H. Kaŵstƌa, J. ǀaŶ Gils, M. C. Kotte, aŶd A. G. ǀaŶ Hattuŵ, ͞The iŶflueŶĐe of eǆtƌeŵe 
river discharge conditions on the quality of suspended particulate matter in Rivers Meuse and 
‘hiŶe ;The NetheƌlaŶdsͿ,͟ Environ. Res., vol. 143, pp. 241–255, 2015. 
[39] F. Paez-Osuna, H. Bojorquez-Leyva, M. Berges-Tiznado, O. A. Rubio-Hernandez, J. F. Fierro-
Sanudo, J. Ramirez-Rochin, and J. A. Leon-Canedo, ͞HeaǀǇ ŵetals iŶ ǁateƌs aŶd suspeŶded 
sediŵeŶts affeĐted ďǇ a ŵiŶe tailiŶg spill iŶ the uppeƌ “aŶ LoƌeŶzo ‘iǀeƌ, NoƌthǁesteƌŶ MeǆiĐo.,͟ 
Bull. Environ. Contam. Toxicol., vol. 94, no. 5, pp. 583–588, 2015. 
[40] E. D. González-González, L. M. Gómez-Oliván, M. Galar-Martínez, P. Vieyra-Reyes, H. Islas-Flores, 
S. García-Medina, J. M. Jiménez-Vargas, C. Razo-Estrada, and R. Pérez-PastéŶ, ͞Metals aŶd 
Nonsteroidal Anti-inflammatory Pharmaceuticals Drugs Present in Water from Madín Reservoir 
;MeǆiĐoͿ IŶduĐe Oǆidatiǀe “tƌess iŶ Gill, Blood, aŶd MusĐle of CoŵŵoŶ Caƌp ;CǇpƌiŶus ĐaƌpioͿ,͟ 
Arch. Environ. Contam. Toxicol., vol. 67, no. 2, pp. 281–295, 2014. 
[41] Ó. Raúl, M. -Villa, M. Ortega-Escobar, C. Ramírez-Ayala, E. Uscanga-Mortera, R. Ramos-Bello, Y. 
Amada, and L. Reyes-Oƌtigoza, ͞METALE“ PE“ADO“ TOTALE“ Y A‘“ÉNICO EN EL AGUA PA‘A 




[42] I. Rubio-Franchini, M. López-Hernández, M. G. Ramos-Espinosa, and R. Rico-Martínez, 
͞BioaĐĐuŵulatioŶ of Metals AƌseŶiĐ, Cadŵiuŵ, aŶd Lead iŶ )ooplaŶktoŶ aŶd Fishes fƌoŵ the 
Tula ‘iǀeƌ Wateƌshed, MeǆiĐo,͟ Water, Air, Soil Pollut., vol. 227, no. 1, p. 5, 2016. 
[43] A. G. Romero-Calderón, B. Morales-Vela, R. Rosíles-Martínez, L. D. Olivera-Gómez, and A. 
Delgado-Estƌella, ͞Metals iŶ BoŶe Tissue of AŶtilleaŶ MaŶatees fƌoŵ the Gulf of MeǆiĐo aŶd 
Chetuŵal BaǇ, MeǆiĐo,͟ Bull. Environ. Contam. Toxicol., pp. 9–14, 2015. 
[44] C. JaŶe WǇatt, ͞IŶĐideŶĐe of HeaǀǇ Metal CoŶtaŵiŶatioŶ iŶ Wateƌ “upplies iŶ NoƌtheƌŶ MeǆiĐo,͟ 
Environ. Res., vol. 76, no. 2, pp. 114–119, 1998. 
[45] L. Rosales-Hoz and  a. Carranza-Edǁaƌds, ͞HeaǀǇ ŵetals iŶ sediŵeŶts fƌoŵ CoatzaĐoalĐos ‘iǀeƌ, 
MeǆiĐo,͟ Bull. Environ. Contam. Toxicol., vol. 60, pp. 553–561, 1998. 
[46] “. F. VillaŶueǀa aŶd A. V Botello, ͞Metal pollutioŶ iŶ Đoastal aƌeas of MeǆiĐo.,͟ Rev. Environ. 
Contam. Toxicol., vol. 157, pp. 53–94, 1998. 
[47] ‘. Ituƌďe, ‘. M. Floƌes, aŶd L. G. Toƌƌes, ͞“oil aŶd ǁateƌ ĐoŶtaŵiŶatioŶ leǀels iŶ an out-of-service 
oil distƌiďutioŶ aŶd stoƌage statioŶ iŶ MiĐhoaĐaŶ, MeǆiĐo,͟ Water. Air. Soil Pollut., vol. 146, pp. 
261–281, 2003. 
[48] I. Razo, L. Carrizales, J. Castro, F. Díaz-Baƌƌiga, aŶd M. MoŶƌoǇ, ͞AƌseŶiĐ aŶd HeaǀǇ Metal 
Pollution of Soil, Water and Sediments in a Semi-Aƌid Cliŵate MiŶiŶg Aƌea iŶ MeǆiĐo,͟ Water, Air, 
Soil Pollut., vol. 152, no. 1–4, pp. 129–152, 2003. 
[49] J. R. Parga, D. L. Cocke, J. L. Valenzuela, J. a. Gomes, M. Kesmez, G. Irwin, H. Moreno, and M. 
Weiƌ, ͞AƌseŶiĐ ƌeŵoǀal ǀia electrocoagulation from heavy metal contaminated groundwater in la 
CoŵaƌĐa LaguŶeƌa MeǆiĐo,͟ J. Hazard. Mater., vol. 124, no. 1–3, pp. 247–254, 2005. 
[50] J. García-Hernández, L. García-Rico, M. E. Jara-Marini, R. Barraza-Guardado, and A. Hudson 
Weaǀeƌ, ͞CoŶĐentrations of heavy metals in sediment and organisms during a harmful algal 
ďlooŵ ;HABͿ at KuŶ Kaak BaǇ, “oŶoƌa, MeǆiĐo.,͟ Mar. Pollut. Bull., vol. 50, no. 7, pp. 733–9, 2005. 
[51] “. C. GaƌdŶeƌ, “. L. Fitzgeƌald, B. A. Vaƌgas, aŶd L. M. ‘odƌiguez, ͞HeaǀǇ metal accumulation in 
fouƌ speĐies of sea tuƌtles fƌoŵ the Baja CalifoƌŶia PeŶiŶsula, MeǆiĐo,͟ Biometals, vol. 19, no. 1, 
pp. 91–99, 2006. 
[52] C. González-Macías, I. Schifter, D. B. Lluch-Cota, L. Méndez-Rodríguez, and S. Hernández-
VázƋuez, ͞DistƌiďutioŶ, eŶƌiĐhŵeŶt aŶd aĐĐuŵulatioŶ of heaǀǇ ŵetals iŶ Đoastal sediŵeŶts of 
“aliŶa Cƌuz BaǇ, MéǆiĐo,͟ Environ. Monit. Assess., vol. 118, pp. 211–230, 2006. 
57 
  
[53] N. Cantú-Medellín, N. O. Olguín-Monroy, L. C. Méndez-Rodríguez, and T. Zenteno-Savín, 
͞AŶtioǆidaŶt eŶzǇŵes aŶd heaǀǇ ŵetal leǀels iŶ tissues of the ďlaĐk ĐhoĐolate Đlaŵ Megapitaƌia 
sƋualida iŶ Bahía de La Paz, MeǆiĐo.,͟ Arch. Environ. Contam. Toxicol., vol. 56, no. 1, pp. 60–6, 
2009. 
[54] L. Cadena-Cárdenas, L. Méndez-Rodríguez, T. Zenteno-Savín, J. García-Hernández, and B. Acosta-
Vaƌgas, ͞HeaǀǇ ŵetal leǀels iŶ MaƌiŶe Mollusks fƌoŵ aƌeas ǁith, oƌ ǁithout, ŵiŶiŶg aĐtiǀities 
along the Gulf of CalifoƌŶia, MeǆiĐo,͟ Arch. Environ. Contam. Toxicol., vol. 57, no. 1, pp. 96–102, 
2009. 
[55] A. Gómez-Alvarez, D. Meza-Figueroa, A. I. Villalba-Atondo, J. L. Valenzuela-García, J. Ramírez-
Hernández, and J. Almendariz-Tapia, ͞EstiŵatioŶ of poteŶtial pollutioŶ from mine tailings in the 
San Pedro River (1993-2005), Mexico-U“ ďoƌdeƌ,͟ Environ. Geol., vol. 57, pp. 1469–1479, 2009. 
[56] M. De La Luz Vázquez-Sauceda, G. Aguirre-Guzmán, J. G. Sánchez-Martínez, and R. Pérez-
Castañeda, ͞Cadŵiuŵ, lead aŶd ziŶĐ ĐoŶĐeŶtƌations in water, sediment and oyster (Crassostrea 
ǀiƌgiŶiĐaͿ of “aŶ AŶdƌes LagooŶ, MeǆiĐo,͟ Bull. Environ. Contam. Toxicol., vol. 86, no. 4, pp. 410–
414, 2011. 
[57] M. ‘. MaǇoƌƋuíŶ, ͚͞Estudios de la ĐoŶtaŵiŶaĐióŶ de los ƌeĐuƌsos hídƌiĐos eŶ la ĐueŶĐa del ‘ío San 
Pedƌo, pƌeǀios a la ĐoŶstƌuĐĐióŶ de uŶa hidƌoeléĐtƌiĐa ;P.H. Las CƌuĐesͿ eŶ NaǇaƌit, MéǆiĐo,͛͟ p. 
168, 2011. 
[58] M. De La Luz Vázquez-Sauceda, R. Pérez-Castañeda, J. G. Sánchez-Martínez, and G. Aguirre-
GuzŵáŶ, ͞Cadŵiuŵ aŶd lead leǀels aloŶg the estuarine ecosystem of Tigre River-San Andres 
LagooŶ, Taŵaulipas, MeǆiĐo,͟ Bull. Environ. Contam. Toxicol., vol. 89, no. 4, pp. 782–785, 2012. 
[59] C. P. Ley-Quiñónez, A. A. Zavala-Norzagaray, J. G. Réndon-Maldonado, T. L. Espinosa-Carreón, A. 
Canizales-Román, D. C. Escobedo-Urías, M. L. Leal-AĐosta, C. E. Haƌt, aŶd A. A. Aguiƌƌe, ͞“eleĐted 
Heavy Metals and Selenium in the Blood of Black Sea Turtle (Chelonia mydas agasiizzi) from 
“oŶoƌa, MeǆiĐo,͟ Bull. Environ. Contam. Toxicol., vol. 91, no. 6, pp. 645–651, 2013. 
[60] P. Spanopoulos-Zarco, J. Ruelas-Inzunza, M. Meza-Montenegro, K. Osuna-Sánchez, and F. 
Amezcua-MaƌtíŶez, ͞Health ƌisk assessŵeŶt fƌoŵ ŵeƌĐuƌǇ leǀels iŶ ďǇĐatĐh fish speĐies fƌoŵ the 
Đoasts of Gueƌƌeƌo, MeǆiĐo ;EasteƌŶ PaĐifiĐͿ.,͟ Bull. Environ. Contam. Toxicol., vol. 93, no. 3, pp. 
334–8, 2014. 
[61] A. A. Zavala-Norzagaray, C. P. Ley-Quiñónez, T. L. Espinosa-Carreón, A. Canizalez-Román, C. E. 
Haƌt, aŶd A. A. Aguiƌƌe, ͞TƌaĐe EleŵeŶts iŶ Blood of “ea Tuƌtles LepidoĐhelǇs oliǀaĐea iŶ the Gulf 
58 
  
of California, MeǆiĐo,͟ Bull. Environ. Contam. Toxicol., vol. 93, no. 5, pp. 536–541, 2014. 
[62] “. GuédƌoŶ, C. Duǁig, B. L. Pƌado, D. PoiŶt, M. G. Floƌes, aŶd C. “ieďe, ͞;MethǇlͿMeƌĐuƌǇ, AƌseŶiĐ, 
aŶd Lead CoŶtaŵiŶatioŶ of the Woƌld͛s Laƌgest Wasteǁateƌ IƌƌigatioŶ “Ǉstem: the Mezquital 
Valley (Hidalgo State—MeǆiĐoͿ,͟ Water, Air, Soil Pollut., vol. 225, no. 8, p. 2045, 2014. 
[63] F. Arduini and G. Palleschi, 4 - Screening and confirmatory methods for the detection of heavy 
metals in foods. Woodhead Publishing Limited, 2013. 
[64] NMX-AA-051-SCFI-ϮϬϬϭ, ͞AŶálisis De Agua - Determinación De Metales Por Absorción Atómica 
En Aguas Naturales , Potables , Residuales Y Residuales Tratadas - Método De Prueba ( Cancela a 
La Nmx-Aa-051-1981 ) Water Analisis - Determination of Metals By Atomic Absorption in 
Natuƌal,͟ pp. ϭ–47, 2001. 
[65] G. PlasĐeŶĐia, ͞EspeĐtƌoŵetƌia de ŵasas,͟ pp. ϭ–40, 2003. 
[66] D. MaƌtíŶez B.,  a. J. BaƌóŶ GoŶzález, aŶd O. D. Gil Noǀoa, ͞EspeĐtƌoŵetƌía de fluoƌesĐeŶĐia de 
ƌaǇos X,͟ Rev. la Soc. Colomb. Física, vol. 38, no. 2, pp. 790–793, 2006. 
[67] G. AƌagaǇ aŶd A. MeƌkoĐ, ͞‘eĐeŶt TƌeŶds iŶ MaĐƌo- , Micro- , and Nanomaterial-Based Tools and 
Strategies for Heavy-Metal DeteĐtioŶ,͟ pp. ϯϰϯϯ–3458, 2011. 
[68] A. MiŵeŶdia, A. LegiŶ, A. Meƌko??i, aŶd M. del Valle, ͞Use of Sequential Injection Analysis to 
construct a potentiometric electronic tongue: Application to the multidetermination of heavy 
ŵetals,͟ Sensors Actuators, B Chem., vol. 146, no. 2, pp. 420–426, 2010. 
[69] N. Veƌŵa aŶd M. “iŶgh, ͞BioseŶsoƌs foƌ heaǀǇ ŵetals,͟ BioMetals, vol. 18, no. 2, pp. 121–129, 
2005. 
[70] Y. Miyake, H. Togashi, M. Tashiro, H. Yamaguchi, S. Oda, M. Kudo, Y. Tanaka, Y. Kondo, R. Sawa, 
T. Fujiŵoto, aŶd T. MaĐhiŶaŵi, ͞MeƌĐuƌǇ II -Mediated Formation of Thymine - Hg II - Thymine 
Base Pairs iŶ DNA Dupleǆes,͟ pp. ϮϭϳϮ–2173, 2006. 
[71] E. Diesel, M. “Đhƌeiďeƌ, aŶd J. ‘. VaŶ Deƌ Meeƌ, ͞DeǀelopŵeŶt of ďaĐteƌia-based bioassays for 
aƌseŶiĐ deteĐtioŶ iŶ Ŷatuƌal ǁateƌs,͟ Anal. Bioanal. Chem., vol. 394, no. 3, pp. 687–693, 2009. 
[72] I. Bontidean, C. Berggren, G. Johansson, E. Csöregi, B. Mattiasson, J. R. Lloyd, K. J. Jakeman, and 
N. L. BƌoǁŶ, ͞DeteĐtioŶ of heaǀǇ ŵetal ioŶs at feŵtoŵolaƌ leǀels usiŶg pƌoteiŶ-based 
ďioseŶsoƌs.,͟ Anal. Chem., vol. 70, no. 19, pp. 4162–4169, 1998. 
[73] P. Chen, B. Greenďeƌg, “. Taghaǀi, C. ‘oŵaŶo, D. VaŶ Deƌ Lelie, aŶd C. He, ͞AŶ eǆĐeptioŶallǇ 
59 
  
selective lead(II)-regulatory protein from Ralstonia metallidurans: Development of a fluorescent 
lead;IIͿ pƌoďe,͟ Angew. Chemie - Int. Ed., vol. 44, no. 18, pp. 2715–2719, 2005. 
[74] M. Y. “hukoƌ, N. A. Bakaƌ, A. ‘. OthŵaŶ, I. YuŶus, N. A. “haŵaaŶ, aŶd M. A. “Ǉed, ͞DeǀelopŵeŶt 
of aŶ iŶhiďitiǀe eŶzǇŵe assaǇ foƌ Đoppeƌ,͟ J. Environ. Biol., vol. 30, no. 1, pp. 39–44, 2009. 
[75] X. Zhu, L. Xu, Y. Lou, H. Yu, X. Li, D. A. Blake, and F. Liu, ͞PƌepaƌatioŶ of speĐifiĐ ŵoŶoĐloŶal 
aŶtiďodies ;MAďsͿ agaiŶst heaǀǇ ŵetals: MAďs that ƌeĐogŶize Đhelated Đadŵiuŵ ioŶs,͟ J. Agric. 
Food Chem., vol. 55, no. 19, pp. 7648–7653, 2007. 
[76] Y. Shukor, N. A. Baharom, F. A. Rahman, M. P. Abdullah, N. A. Shamaan, and M. A. Syed, 
͞DeǀelopŵeŶt of a heaǀǇ ŵetals eŶzǇŵatiĐ-ďased assaǇ usiŶg papaiŶ,͟ Anal. Chim. Acta, vol. 
566, no. 2, pp. 283–289, 2006. 
[77] M. LoƌeŶzo, D. Moldes, “. ‘odƌ??guez Couto, aŶd M. A. “aŶƌoŵ??Ŷ, ͞IŶhiďitioŶ of laĐĐase aĐtiǀitǇ 
from Trametes ǀeƌsiĐoloƌ ďǇ heaǀǇ ŵetals aŶd oƌgaŶiĐ ĐoŵpouŶds,͟ Chemosphere, vol. 60, no. 8, 
pp. 1124–1128, 2005. 
[78] O. Pƌakash, M. Talat, “. H. HasaŶ, aŶd ‘. K. PaŶdeǇ, ͞EŶzǇŵatiĐ deteĐtioŶ of heaǀǇ ŵetal ioŶs iŶ 
aqueous solution from vegetable wastes by immobilizing pumpkin (Cucumis melo) urease in 
ĐalĐiuŵ algiŶate ďeads,͟ Biotechnol. Bioprocess Eng., vol. 13, no. 2, pp. 210–216, 2008. 
[79] N. Wahab, SMA and Gunasekaran, B and Shaharuddin, NA and Johari, WLW and Halmi, MIE and 
“aid, NAM aŶd “hukoƌ, MY Aďd aŶd Masdoƌ, ͞A Ŷoǀel ŵethod foƌ the deteƌŵiŶatioŶ of ŵeƌĐuƌǇ 
iŶ heƌďal pƌepaƌatioŶ usiŶg aŶ iŶhiďitiǀe assaǇ ďased oŶ the pƌotease papaiŶ,͟ J Env. Microbiol 
Toxicol, vol. 1(1), pp. 1–4, 2013. 
[80] M. Y. Shukor, N. Masdor, N. A. Baharom, J. A. Jamal, M. P. A. Abdullah, N. A. Shamaan, and M. A. 
“Ǉed, ͞AŶ iŶhiďitiǀe deteƌŵiŶatioŶ ŵethod foƌ heaǀǇ ŵetals usiŶg ďƌoŵelaiŶ, a ĐǇsteiŶe 
pƌotease,͟ Appl. Biochem. Biotechnol., vol. 144, no. 3, pp. 283–291, 2008. 
[81] M. Y. Shukor, N. A. Baharom, N. A. Masdor, M. P. A. Abdullah, N. A. Shamaan, J. A. Jamal, and M. 
A. “Ǉed, ͞The deǀelopŵeŶt of aŶ iŶhiďitiǀe deteƌŵiŶatioŶ ŵethod foƌ ziŶĐ usiŶg a seƌiŶe 
protease,͟ J. Environ. Biol., vol. 30, no. 1, pp. 17–22, 2009. 
[82] G. BaskaƌaŶ, N. A. Masdoƌ, M. A. “Ǉed, aŶd M. Y. “hukoƌ, ͞AŶ iŶhiďitiǀe eŶzǇŵe assaǇ to deteĐt 
ŵeƌĐuƌǇ aŶd ziŶĐ usiŶg pƌotease fƌoŵ ĐoƌiaŶdƌuŵ satiǀuŵ,͟ Sci. World J., vol. 2013, 2013. 
[83] I. E. Moreno-Cortez, J. Romero-García, V. González-González, D. I. García-Gutierrez, M. A. Garza-
Navarro, and R. Cruz-“ilǀa, ͞EŶĐapsulatioŶ aŶd iŵŵoďilizatioŶ of papaiŶ iŶ eleĐtƌospuŶ 
60 
  
nanofibrous membranes of {PVA} cross-liŶked ǁith glutaƌaldehǇde ǀapoƌ,͟ Mater. Sci. Eng. C, vol. 
52, pp. 306–314, 2015. 
[84] B. Brena, P. Gonzalez-Pombo, and F. Batista-Vieƌa, ͞IŵŵoďilizatioŶ of eŶzǇŵes: A liteƌatuƌe 
suƌǀeǇ,͟ Immobil. Enzym. Cells Third Ed., vol. 1051, pp. 15–31, 2013. 
[85] M. V. Vol͛keŶshteiŶ, Enzyme Physics, vol. 1. Boston, MA: Springer US, 1969. 
[86] E. FisĐheƌ, ͞EiŶfluss deƌ CoŶfiguƌatioŶ auf die WiƌkuŶg deƌ EŶzǇŵe,͟ Ber. Dtsch. Chem. Ges., vol. 
27, pp. 2985–2993, 1894. 
[87] D. E. KoshlaŶd, ͞The KeǇ–LoĐk TheoƌǇ aŶd the IŶduĐed Fit TheoƌǇ,͟ Angew. Chemie Int. Ed. 
English, vol. 33, no. 2324, pp. 2375–2378, 1995. 
[88] ‘. DiCosiŵo, J. MĐAuliffe, A. J. Poulose, aŶd G. BohlŵaŶŶ, ͞IŶdustƌial use of iŵŵoďilized 
eŶzǇŵes,͟ Chem. Soc. Rev., vol. 42, no. 15, pp. 6437–6474, 2013. 
[89] I. Benucci, M. Esti, and K. Liburdi, ͞EffeĐt of fƌee aŶd iŵŵoďilised steŵ ďƌoŵelaiŶ oŶ pƌoteiŶ 
haze iŶ ǁhite ǁiŶe,͟ Aust. J. Grape Wine Res., vol. 20, no. 3, pp. 347–352, 2014. 
[90] A. Kauƌ aŶd J. N. ChakƌaďoƌtǇ, ͞CoŶtƌolled eĐo-friendly shrink-resist finishing of wool using 
ďƌoŵelaiŶ,͟ J. Clean. Prod., Aug. 2015. 
[91] H. ‘. Mauƌeƌ, ͞BƌoŵelaiŶ: ďioĐheŵistƌǇ, phaƌŵaĐologǇ aŶd ŵediĐal use.,͟ Cell. Mol. Life Sci., vol. 
58, no. 9, pp. 1234–1245, 2001. 
[92] “. Datta, L. ‘. ChƌisteŶa, aŶd Y. ‘. “. ‘ajaƌaŵ, ͞EŶzǇŵe iŵŵoďilizatioŶ: aŶ oǀeƌǀieǁ oŶ 
techŶiƋues aŶd suppoƌt ŵateƌials,͟ 3 Biotech, vol. 3, no. 1, pp. 1–9, 2013. 
[93] R. Sharma, Enzyme Inhibition and Bioapplications. InTech, 2012. 
[94] A. AŵiŶe, H. Mohaŵŵadi, I. Bouƌais, aŶd G. PallesĐhi, ͞EŶzǇŵe iŶhiďitioŶ-based biosensors for 
food safety and eŶǀiƌoŶŵeŶtal ŵoŶitoƌiŶg,͟ Biosens. Bioelectron., vol. 21, no. 8, pp. 1405–1423, 
2006. 
[95] C. “pahŶ aŶd “. D. MiŶteeƌ, ͞EŶzǇŵe IŵŵoďilizatioŶ iŶ BioteĐhŶologǇ,͟ Recent Patents Eng., vol. 
2, no. 3, pp. 195–200, 2008. 
[96] J. Kim, J. W. Grate, and P. Wang, ͞NaŶostƌuĐtuƌes foƌ eŶzǇŵe staďilizatioŶ,͟ Chemical 
Engineering Science, vol. 61, no. 3. pp. 1017–1026, 2006. 
[97] I. Chiďata, T. Tosa, T. Moƌi, T. WataŶaďe, aŶd N. “akata, ͞Iŵŵoďilized taŶŶiŶ - a novel adsorbent 
61 
  
foƌ pƌoteiŶ aŶd ŵetal ioŶ,͟ Enzyme and Microbial Technology, vol. 8, no. 3. pp. 130–136, 1986. 
[98] T. Xie, A. WaŶg, L. HuaŶg, H. Li, ). CheŶ, Q. WaŶg, aŶd X. YiŶ, ͞‘eĐeŶt adǀaŶĐe iŶ the suppoƌt aŶd 
teĐhŶologǇ used iŶ eŶzǇŵe iŵŵoďilizatioŶ,͟ African J. Biotechnol., vol. 8, no. 19, pp. 4724–4733, 
2009. 
[99] I. Kim, S. Choi, S. Kim, and J. Jang, Smart Sensors for Health and Environment Monitoring. 2015. 
[100] E. L. Rexeisen, W. Fan, T. O. Pangburn, R. R. Taribagil, F. S. Bates, T. P. Lodge, M. Tsapatsis, and E. 
Kokkoli, ͞“elf-Assembly of Fibronectin Mimetic Peptide-Aŵphiphile NaŶofiďeƌs,͟ Langmuir, vol. 
26, no. 3, pp. 1953–1959, 2010. 
[101] Ώ GuiĐuŶ Li* aŶd aŶd )hikuŶ )haŶg, ͞“ǇŶthesis of DeŶdƌitiĐ PolǇaŶiliŶe NaŶofiďeƌs iŶ a “uƌfaĐtaŶt 
Gel,͟ Macromolecules, vol. 37, no. 8, pp. 2683–2685, 2004. 
[102] X. Liu aŶd P. X. Ma, ͞GelatiŶ “Đaffolds,͟ Biomaterials, vol. 30, no. 25, pp. 4094–4103, 2010. 
[103] X. B. XiŶg, Y. Q. WaŶg, aŶd B. J. Li, ͞NaŶofiďeƌ dƌaǁiŶg aŶd ŶaŶodeǀiĐe asseŵďlǇ iŶ 
polǇ;tƌiŵethǇleŶe teƌephthalateͿ,͟ Opt. Express, vol. 16, no. 14, pp. 10815–10822, 2008. 
[104] T. “uďďiah, G. “. Bhat, ‘. W. ToĐk, “. PaƌaŵesǁaƌaŶ, aŶd “. “. ‘aŵkuŵaƌ, ͞EleĐtƌospiŶŶiŶg of 
ŶaŶofiďeƌs,͟ J. Appl. Polym. Sci., vol. 96, no. 2, pp. 557–569, 2005. 
[105] D. H. ‘eŶekeƌ aŶd I. ChuŶ, ͞NaŶoŵetƌe diaŵeteƌ fiďƌes of polǇŵer, produced by 
eleĐtƌospiŶŶiŶg,͟ Nanotechnology, vol. 7, no. 3, pp. 216–223, 1999. 
[106] N. Bhaƌdǁaj aŶd “. C. KuŶdu, ͞EleĐtƌospiŶŶiŶg: A fasĐiŶatiŶg fiďeƌ faďƌiĐatioŶ teĐhŶiƋue,͟ 
Biotechnol. Adv., vol. 28, no. 3, pp. 325–347, 2010. 
[107] S. Saallah, M. N. Naim, I. W. Lenggoro, M. N. Mokhtar, N. F. A. Bakar, and M. Gen, 
͞IŵŵoďilisatioŶ of ĐǇĐlodeǆtƌiŶ gluĐaŶotƌaŶsfeƌase iŶto polǇǀiŶǇl alĐohol ;PVAͿ ŶaŶofiďƌes ǀia 
eleĐtƌospiŶŶiŶg,͟ Biotechnol. Reports, vol. 10, pp. 44–48, 2016. 
[108] M. Maryškoǀá, I. Aƌdao, C. A. GaƌĐía-GoŶzález, L. MaƌtiŶoǀá, J. ‘otkoǀá, aŶd A. ŠeǀĐů, ͞PolǇaŵide 
6/chitosan nanofibers as support for the immobilization of Trametes versicolor laccase for the 
eliŵiŶatioŶ of eŶdoĐƌiŶe disƌuptiŶg ĐheŵiĐals,͟ Enzyme Microb. Technol., vol. 89, pp. 31–38, 
2016. 
[109] T. R. Silva, D. P. Rodrigues, J. M. S. Rocha, M. H. Gil, S. C. S. Pinto, J. A. Lopes-da-Silva, and A. J. 
Guioŵaƌ, ͞IŵŵoďilizatioŶ of tƌǇpsiŶ oŶto polǇ;ethǇleŶe teƌephthalateͿ/polǇ;laĐtiĐ aĐidͿ 
ŶoŶǁoǀeŶ ŶaŶofiďeƌ ŵats,͟ Biochem. Eng. J., vol. 104, pp. 48–56, 2015. 
62 
  
[110] J. Li, ). )hao, T. Mo, L. WaŶg, aŶd P. Li, ͞IŵŵoďilizatioŶ of aŵiŶoaĐǇlase oŶ eleĐtƌospuŶ 
nanofibrous membrane for the resolution of dl-theaŶiŶe,͟ J. Mol. Catal. B Enzym., vol. 116, pp. 
24–28, 2015. 
[111] S. Ghosh, “. ‘. ChagaŶti, aŶd ‘. “. Pƌakashaŵ, ͞PolǇaŶiliŶe ŶaŶofiďeƌ as a Ŷoǀel iŵŵoďilizatioŶ 
matrix for the anti-leukemia enzyme l-aspaƌagiŶase,͟ J. Mol. Catal. B Enzym., vol. 74, no. 1–2, pp. 
132–137, 2012. 
[112] P. Sathishkumar, J. C. Chae, A. R. Unnithan, T. Palvannan, H. Y. Kim, K. J. Lee, M. Cho, S. Kamala-
KaŶŶaŶ, aŶd B. T. Oh, ͞LaĐĐase-poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanofiber: Highly stable, 
ƌeusaďle, aŶd effiĐaĐious foƌ the tƌaŶsfoƌŵatioŶ of diĐlofeŶaĐ,͟ Enzyme Microb. Technol., vol. 51, 
no. 2, pp. 113–118, 2012. 
[113] P. C. CheŶ, X. J. HuaŶg, F. HuaŶg, Y. Ou, M. ‘. CheŶ, aŶd ). K. Xu, ͞IŵŵoďilizatioŶ of lipase oŶto 
Đellulose ultƌafiŶe fiďeƌ ŵeŵďƌaŶe foƌ oil hǇdƌolǇsis iŶ high peƌfoƌŵaŶĐe ďioƌeaĐtoƌ,͟ Cellulose, 
vol. 18, pp. 1563–1571, 2011. 
[114] Y. Dai, L. YiŶ, aŶd J. Niu, ͞LaĐĐase-Carrying Electrospun Fibrous Membranes for Adsorption and 
DegƌadatioŶ of PAHs iŶ “hoal “oils,͟ Environ. Sci. Technol., vol. 45, no. 24, pp. 10611–10618, 
2011. 
[115] D. N. Tran, D.-J. YaŶg, aŶd K. J. B. Jƌ., ͞FaďƌiĐation of cellulase protein fibers through concentric 
eleĐtƌospiŶŶiŶg,͟ J. Mol. Catal. B Enzym., vol. 72, no. 1–2, pp. 1–5, 2011. 
[116] “. M. Lee, L. H. JiŶ, J. H. Kiŵ, “. O. HaŶ, H. BiŶ Na, T. HǇeoŶ, Y. M. Koo, J. Kiŵ, aŶd J. H. Lee, ͞β-
Glucosidase coating oŶ polǇŵeƌ ŶaŶofiďeƌs foƌ iŵpƌoǀed ĐellulosiĐ ethaŶol pƌoduĐtioŶ,͟ 
Bioprocess Biosyst. Eng., vol. 33, no. 1, pp. 141–147, 2010. 
[117] A. Moradzadegan, S.-O. Ranaei-Siadat, A. Ebrahim-Habibi, M. Barshan-Tashnizi, R. Jalili, S.-F. 
Toƌaďi, aŶd K. Khajeh, ͞IŵŵoďilizatioŶ of aĐetǇlĐholiŶesteƌase iŶ ŶaŶofiďƌous PVA/B“A 
ŵeŵďƌaŶes ďǇ eleĐtƌospiŶŶiŶg,͟ Eng. Life Sci., vol. 10, no. 1, pp. 57–64, 2010. 
[118] P. Chen, Y.-J. Sun, Z.-C. Zhu, R.-X. Wang, X.-D. Shi, C. Lin, and Y.-T. Ye, ͞A ĐoŶtƌolled ƌelease 
sǇsteŵ of supeƌoǆide disŵutase ďǇ eleĐtƌospuŶ fiďeƌ aŶd its aŶtioǆidaŶt aĐtiǀitǇ iŶ ǀitƌo.,͟ J. 
Mater. Sci. Mater. Med., vol. 21, no. 2, pp. 609–14, 2010. 
[119] P. KoĐďek, J. A. N. PelipeŶko, J. Kƌistl, ‘. ‘ošiĐ, P. KoĐďek, J. A. N. PelipeŶko, J. Kƌistl, aŶd “. 




[120] T. J. “ill aŶd H. A. ǀoŶ ‘eĐuŵ, ͞Electrospinning: Applications in drug delivery and tissue 
eŶgiŶeeƌiŶg,͟ Biomaterials, vol. 29, no. 13. pp. 1989–2006, 2008. 
[121] J. Polaina and A. P. MacCabe, Industrial enzymes: Structure, function and applications. 2007. 
[122] O. P. Waƌd, ͞ϯ.ϰϵ - Proteases,͟ iŶ Comprehensive Biotechnology (Second Edition), Second Edi., M. 
Moo-Young, Ed. Burlington: Academic Press, 2011, pp. 571–582. 
[123] I. G. Kaŵphuis, K. H. Kalk, M. B. A. “ǁaƌte, aŶd J. DƌeŶth, ͞“tƌuĐtuƌe of papaiŶ ƌefiŶed at ϭ.ϲϱ ?? 
ƌesolutioŶ,͟ J. Mol. Biol., vol. 179, no. 2, pp. 233–256, 1984. 
[124] M. NoǀiŶeĐ aŶd B. LeŶaƌĐiĐ, ͞PapaiŶ-like peptidases: “tƌuĐtuƌe, fuŶĐtioŶ, aŶd eǀolutioŶ,͟ Biomol. 
Concepts, vol. 4, no. 3, pp. 287–308, 2013. 
[125] I. B. KleiŶ aŶd J. F. KiƌsĐh, ͞The aĐtiǀatioŶ of papaiŶ and the inhibition of the active enzyme by 
ĐaƌďoŶǇl ƌeageŶts.,͟ J. Biol. Chem., vol. 244, no. 21, pp. 5928–5935, 1969. 
[126] A. K. Patel, ‘. ‘. “iŶghaŶia, aŶd A. PaŶdeǇ, ͞Noǀel eŶzǇŵatiĐ pƌoĐesses applied to the food 
iŶdustƌǇ,͟ Current Opinion in Food Science, vol. 7. pp. 64–72, 2016. 
[127] D. L. PuƌiĐh, ͞Chapteƌ ϭ - AŶ IŶtƌoduĐtioŶ to EŶzǇŵe “ĐieŶĐe,͟ Enzym. Kinet. Catal. &amp; 
Control, pp. 1–51, 2010. 
[128] “. “olís, J. PaŶiagua, J. C. MaƌtíŶez, aŶd M. Asoŵoza, ͞IŵŵoďilizatioŶ of papaiŶ oŶ ŵesopoƌous 
siliĐa: pH effeĐt,͟ J. Sol-Gel Sci. Technol., vol. 37, no. 2, pp. 125–127, 2006. 
[129] A. Hoŵaei, H. Baƌkheh, ‘. “aƌiƌi, aŶd ‘. “teǀaŶato, ͞Iŵŵoďilized papaiŶ oŶ gold ŶaŶoƌods as 
heteƌogeŶeous ďioĐatalǇsts,͟ Amino Acids, vol. 46, no. 7, pp. 1649–1657, 2014. 
[130] X. Y. Liu, H. Y. )eŶg, M. C. Liao, B. FeŶg, aŶd B. F. C. A. Gohi, ͞IŶteƌaĐtioŶ of ŵeƌĐuƌǇ aŶd Đoppeƌ 
oŶ papaiŶ aŶd theiƌ ĐoŵďiŶed iŶhiďitiǀe deteƌŵiŶatioŶ,͟ Biochem. Eng. J., vol. 97, pp. 125–131, 
2015. 
[131] ‘. Ahŵad aŶd M. “aƌdaƌ, ͞EŶzǇŵe Iŵŵoďilization: An Overview on Nanoparticles as 
IŵŵoďilizatioŶ Matƌiǆ,͟ Biochem. Anal. Biochem., vol. 4, no. 2, 2015. 
[132] F. Lόpez-Gallego, J. M. Guisan, and L. Betancor, Immobilization of Enzymes and Cells, vol. 1051. 
Totowa, NJ: Humana Press, 2013. 
[133] O. Barbosa, C. Ortiz, Á. Berenguer-Murcia, R. Torres, R. C. Rodrigues, and R. Fernandez-Lafuente, 
͞GlutaƌaldehǇde iŶ ďio-catalysts design: a useful crosslinker and a versatile tool in enzyme 
64 
  
iŵŵoďilizatioŶ,͟ RSC Adv., vol. 4, no. 207890, p. 1583, 2014. 
[134] Y. WaŶg aŶd Y. L. Hsieh, ͞IŵŵoďilizatioŶ of lipase eŶzǇŵe iŶ polǇǀiŶǇl alĐohol ;PVAͿ ŶaŶofiďƌous 
ŵeŵďƌaŶes,͟ J. Memb. Sci., vol. 309, no. 1–2, pp. 73–81, 2008. 
[135] L. Wu, X. YuaŶ, aŶd J. “heŶg, ͞IŵŵoďilizatioŶ of Đellulase iŶ ŶaŶofiďƌous PVA ŵeŵďƌaŶes ďǇ 
eleĐtƌospiŶŶiŶg,͟ J. Memb. Sci., vol. 250, no. 1–2, pp. 167–173, 2005. 
[136] M. M. Bƌadfoƌd, ͞A ƌapid aŶd seŶsitiǀe ŵethod foƌ the ƋuaŶtitatioŶ of ŵiĐƌogƌaŵ ƋuaŶtities of 
pƌoteiŶ usiŶg the pƌiŶĐiple of pƌoteiŶ dǇe ďiŶdiŶg,͟ Anal. Biochem., vol. 72, pp. 248–254, 1976. 
[137] L. Wollǁeďeƌ, ͞“. P. ColoǁiĐk aŶd N. O. KaplaŶ ;Editoƌs-In-Chief), Methods in Enzymology Volume 
121: Immunochemical Techniques, Part I, Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies 
(Editors: J. J. LANGONE, H. VAN VUNAKIS). XIX + 947 S., 131 Tab., 215 Abb. Orlando-“aŶ ,͟ J. Basic 
Microbiol., vol. 27, no. 7, p. 368, 1987. 
[138] L. Wu, X. YuaŶ, aŶd J. “heŶg, ͞IŵŵoďilizatioŶ of Đellulase iŶ ŶaŶofiďƌous {PVA} ŵeŵďƌaŶes ďǇ 
eleĐtƌospiŶŶiŶg,͟ J. Memb. Sci., vol. 250, no. 1–2, pp. 167–173, 2005. 
[139] M. G. “aŶkalia, ‘. C. Mashƌu, J. M. “aŶkalia, aŶd V. B. “utaƌiǇa, ͞PhǇsiĐoĐheŵiĐal ĐhaƌaĐteƌizatioŶ 
of papain entrapped in ionotropically cross-linked kappa-carrageenan gel beads for stability 
iŵpƌoǀeŵeŶt usiŶg Doehleƌt shell desigŶ,͟ J. Pharm. Sci., vol. 95, no. 9, pp. 1994–2013, 2006. 
[140] G. VedaŶthaŵ, H. G. “paƌks, “. U. “aŶe, “. TzaŶŶis, aŶd T. M. PƌzǇďǇĐieŶ, ͞A holistiĐ appƌoaĐh foƌ 
pƌoteiŶ seĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe estiŵatioŶ fƌoŵ iŶfƌaƌed speĐtƌa iŶ HϮO solutioŶs.,͟ Anal. Biochem., 
vol. 285, pp. 33–49, 2000. 
[141]  a. h. Kuptsov and  g. n. Zhizhin, Handbook of Fourier Transform Raman and Infrared Spectra of 
Polymers. 1998. 
[142] K. C. “. Figueiƌedo, T. L. M. Alǀes, aŶd C. P. Boƌges, ͞PolǇ;ǀiŶǇl alĐoholͿ Filŵs CƌossliŶked ďǇ 
Glutaraldehyde Under Mild CoŶditioŶs,͟ J. Appl. Polym. Sci., vol. 111, no. 6, pp. 3074–3080, 2009. 
[143] V. M. GuŶ͛ko, P. Pissis, A. “paŶoudaki, V. I. )aƌko, Y. M. NǇĐhipoƌuk, L. “. AŶdƌiǇko, E. V. 
Goncharuk, R. Leboda, J. Skubiszewska-Zieba, V. D. Osovskii, and Y. G. Ptushinskii, ͞‘elaǆatioŶ 
pheŶoŵeŶa iŶ polǇ;ǀiŶǇl alĐoholͿ/fuŵed siliĐa affeĐted ďǇ iŶteƌfaĐial ǁateƌ,͟ J. Colloid Interface 
Sci., vol. 312, no. 2, pp. 201–213, 2007. 
[144] A. Ü. MetiŶ aŶd E. Alǀeƌ, ͞Fiďƌous polǇŵeƌ-grafted chitosan/clay composite beads as a carrier for 
iŵŵoďilizatioŶ of papaiŶ aŶd its usaďilitǇ foƌ ŵeƌĐuƌǇ eliŵiŶatioŶ,͟ Bioprocess Biosyst. Eng., vol. 
65 
  
39, no. 7, pp. 1137–1149, 2016. 
[145] S. M. A. Wahab, B. Gunasekaran, N. A. Shaharuddin, W. L. W. Johari, M. I. E. Halmi, N. A. M. Said, 
M. Y. Shukor, aŶd N. A. Masdoƌ, ͞A Ŷoǀel ŵethod foƌ the deteƌŵiŶatioŶ of ŵeƌĐuƌǇ iŶ heƌďal 
pƌepaƌatioŶ usiŶg aŶ iŶhiďitiǀe assaǇ ďased oŶ the pƌotease papaiŶ,͟ J. Enviromental Microbiol. 
Toxicol., vol. 1, no. 1, pp. 1–4, 2013. 
[146] J. Wang, X. Feng, C. W. N. Anderson, Y. XiŶg, aŶd L. “haŶg, ͞‘eŵediatioŶ of ŵeƌĐuƌǇ 
contaminated sites - A ƌeǀieǁ,͟ J. Hazard. Mater., vol. 221–222, pp. 1–18, 2012. 
[147] J. Mutteƌ, J. NauŵaŶŶ, C. “adaghiaŶi, H. WalaĐh, aŶd G. DƌasĐh, ͞Aŵalgaŵ studies: disƌegaƌdiŶg 
basic principles of mercury toǆiĐitǇ.,͟ International journal of hygiene and environmental health, 
vol. 207, no. 4. pp. 391–397, 2004. 
[148] A. H. “teƌŶ, ͞A ƌeǀieǁ of the studies of the ĐaƌdioǀasĐulaƌ health effeĐts of ŵethǇlŵeƌĐuƌǇ ǁith 
consideration of their suitability for risk assessŵeŶt,͟ Environmental Research, vol. 98, no. 1. pp. 
133–142, 2005. 
[149] H. T. Hogberg, A. Kinsner-Ovaskainen, S. Coecke, T. Hartung, and A. K. Bal-PƌiĐe, ͞ŵ‘NA 
expression is a relevant tool to identify developmental neurotoxicants using an in vitro 
appƌoaĐh,͟ Toxicol. Sci., vol. 113, no. 1, pp. 95–115, 2009. 
[150] M. Isƌaƌ aŶd “. V. “ahi, ͞AŶtioǆidatiǀe ƌespoŶses to mercury in the cell cultures 
of Sesbania dƌuŵŵoŶdii,͟ Plant Physiol. Biochem., vol. 44, no. 10, pp. 590–595, 2006. 
[151] G. PeaƌsoŶ, ͞Haƌd aŶd “oft AĐids aŶd Bases,͟ J. Am. Chem. Soc., vol. 85, no. 22, pp. 3533–3539, 
1963. 
[152] M. ‘ai, A. Yadaǀ, aŶd A. Gade, ͞“ilǀeƌ ŶaŶopaƌtiĐles as a Ŷeǁ geŶeƌatioŶ of aŶtiŵiĐƌoďials,͟ 
Biotechnology Advances, vol. 27, no. 1. pp. 76–83, 2009. 
[153] D. McShan, P. C. ‘aǇ, aŶd H. Yu, ͞MoleĐulaƌ toǆiĐitǇ ŵeĐhaŶisŵ of ŶaŶosilǀeƌ,͟ J. Food Drug 
Anal., vol. 22, no. 1, pp. 116–127, 2014. 
[154] J. R. Morones, J. L. Elechiguerra, A. Camacho, K. Holt, J. B. Kouri, J. T. Ramírez, and M. J. Yacaman, 
͞The ďaĐteƌiĐidal effeĐt of silǀeƌ ŶaŶopaƌtiĐles,͟ Nanotechnology, vol. 16, no. 10, pp. 2346–2353, 
2005. 
[155] Y. Matsuŵuƌa, K. Yoshikata, “. KuŶisaki, aŶd T. TsuĐhido, ͞Mode of ďaĐteƌiĐidal aĐtioŶ of silǀeƌ 
zeolite and its comparison with that of silver nitrate mode of bactericidal action of silver zeolite 
66 
  
aŶd its ĐoŵpaƌisoŶ ǁith that of silǀeƌ Ŷitƌate,͟ Appl. Environ. Microbiol., vol. 69, no. 7, pp. 4278–
4281, 2003. 
[156] “. Pƌaďhu aŶd E. K. Poulose, ͞“ilǀeƌ ŶaŶopaƌtiĐles: ŵeĐhaŶisŵ of aŶtiŵiĐƌoďial aĐtioŶ, sǇŶthesis, 
ŵediĐal appliĐatioŶs, aŶd toǆiĐitǇ effeĐts,͟ Int. Nano Lett., vol. 2, no. 1, p. 32, 2012. 
[157] R. “aǇ, B. GaƌipĐaŶ, aŶd “. Eŵiƌ, ͞PƌepaƌatioŶ of polǇ ; hǇdƌoǆǇethǇl ŵethaĐƌǇlate-co-
methacrylamidohistidine ) beads and its design as a affinity adsorbent for Cu ( II ) removal from 
aƋueous solutioŶs,͟ Adsorpt. J. Int. Adsorpt. Soc., vol. 196, pp. 199–207, 2002. 
[158] F. ‘. N. Guƌd aŶd P. E. WilĐoǆ, ͞Coŵpleǆ FoƌŵatioŶ ďetǁeeŶ MetalliĐ CatioŶs aŶd PƌoteiŶs, 
Peptides, aŶd AŵiŶo AĐids,͟ Adv. Protein Chem., vol. 11, no. C, pp. 311–427, 1956. 
[159] J. Q. Lu, F. JiŶ, T. Q. “uŶ, aŶd X. W. )hou, ͞Multi-spectroscopic study on interaction of bovine 
serum albumin with lomefloxacin-Đoppeƌ;IIͿ Đoŵpleǆ,͟ Int J Biol Macromol, vol. 40, no. 4, pp. 
299–304, 2007. 
[160] Y. )haŶg aŶd D. E. WilĐoǆ, ͞TheƌŵodǇŶaŵiĐ aŶd speĐtƌosĐopiĐ studǇ of Cu;IIͿ aŶd Ni;IIͿ ďiŶdiŶg to 
bovine seƌuŵ alďuŵiŶ,͟ J. Biol. Inorg. Chem., vol. 7, no. 3, pp. 327–337, 2002. 
[161]  a B. Abdel-Mageed aŶd F. W. Oehŵe, ͞A ƌeǀieǁ of the ďioĐheŵiĐal ƌoles, toǆiĐitǇ aŶd 
iŶteƌaĐtioŶs of ziŶĐ, Đoppeƌ aŶd iƌoŶ: I. )iŶĐ.,͟ Vet. Hum. Toxicol., vol. 32, no. 1, pp. 34–39, 1990. 
[162] L. M. KleǀaǇ, “. J. ‘eĐk, aŶd D. F. BaƌĐoŵe, ͞EǀideŶĐe of dietaƌǇ Đoppeƌ aŶd ziŶĐ defiĐieŶĐies.,͟ 
Jama J. Am. Med. Assoc., vol. 241, no. 18, pp. 1916–1918, 1979. 
[163] G. J. Fosŵiƌe, ͞)iŶĐ toǆiĐitǇ,͟ Am. J. Clin. Nutr., vol. 51, no. 2, pp. 225–227, 1990. 
[164] H. Waldmann-MeǇeƌ, ͞TheƌŵodǇŶaŵiĐ PƌotoŶ-, Cadmium-, and Zinc-Binding Constants of Serum 
AlďuŵiŶ DeteƌŵiŶed ďǇ )oŶe EleĐtƌophoƌesis,͟ J. Biol. Chem., vol. 235, pp. 3337--3345, 1960. 
[165] ‘. “haƌŵa, ͞EŶzǇŵe IŶhiďitioŶ : MeĐhaŶisŵs aŶd “Đope,͟ Enzym. Inhib. Bioapplications, pp. 3–36, 
2012. 
[166] M. KoďaǇashi aŶd “. “hiŵizu, ͞Coďalt pƌoteiŶs,͟ Eur. J. Biochem., vol. 261, no. 1, pp. 1–9, 1999. 
[167] R. A. Martinelli, G. R. Hanson, J. S. Thompson, B. Holmquist, J. R. Pilbrow, D. S. Auld, and B. L. 
Vallee, ͞ChaƌaĐteƌizatioŶ of the IŶhiďitoƌ Coŵpleǆes of Coďalt CaƌďoǆǇpeptidase A ďǇ EleĐtƌoŶ 
PaƌaŵagŶetiĐ ‘esoŶaŶĐe “peĐtƌosĐopǇ,͟ Biochemistry, vol. 28, no. 1987, pp. 2251–2258, 1989. 
[168] D. G. BaƌĐelouǆ, ͞Coďalt,͟ Clin. Toxicol., vol. 37, no. 2, pp. 201–216, 1999. 
67 
  
[169] ‘. K. Teǁaƌi, P. Kuŵaƌ, P. N. “haƌŵa, aŶd “. “. Bisht, ͞ModulatioŶ of oǆidatiǀe stƌess ƌespoŶsiǀe 
eŶzǇŵes ďǇ eǆĐess Đoďalt,͟ Plant Sci., vol. 162, no. 3, pp. 381–388, 2002. 
[170] S. Thakur and S. N. Rao, Activation and Detoxifi cation Enzymes, no. 1. 2014. 
[171] J. Polaina and A. P. MacCabe, Industrial enzymes: Structure, function and applications. 2007. 
[172] S. Sanllorente-Méndez, O. Domínguez-Renedo, and M. Julia Arcos-MaƌtíŶez, ͞IŵŵoďilizatioŶ of 
acetylcholinesterase on screen-printed electrodes. Application to the determination of 
aƌseŶiĐ;IIIͿ,͟ Sensors, vol. 10, no. 3, pp. 2119–2128, 2010. 
[173] M. WINDHOL), ͞The MeƌĐk IŶdeǆ OŶliŶe,͟ Science (80-. )., vol. 226, no. 4680, pp. 1250–1250, 
Dec. 1984. 
[174] Brian Y Feng, AŶaŶg “helat, ThoŵpsoŶ N DoƌŵaŶ, ‘ Kip GuǇ, aŶd BƌiaŶ K “hoiĐhet, ͞High-
thƌoughput assaǇs foƌ pƌoŵisĐuous iŶhiďitoƌs,͟ Nat. Chem. Biol., vol. 1, no. 3, pp. 146–148, 2005. 
[175] “. L. MĐgoǀeƌŶ, E. Caselli, N. Gƌigoƌieff, aŶd B. K. “hoiĐhet, ͞AƌtiĐle A Coŵŵon Mechanism 
Underlying Promiscuous Inhibitors from Virtual and High-Throughput Screening A Common 
MeĐhaŶisŵ UŶdeƌlǇiŶg PƌoŵisĐuous IŶhiďitoƌs fƌoŵ Viƌtual aŶd,͟ pp. ϭϳϭϮ–1722, 2002. 
[176] B. Bolto, T. TƌaŶ, M. HoaŶg, aŶd ). Xie, ͞CƌossliŶked polǇ;ǀiŶǇl alĐoholͿ ŵeŵďƌaŶes,͟ Progress in 
Polymer Science (Oxford), vol. 34, no. 9. pp. 969–981, 2009. 













}4. Resultados y discusiones 
4.1. Morfología de las nanofibras electrohiladas 
La morfología de las nanofibras electrohiladas se puede apreciar en la figura 15, 
dichas fibras mostraron una morfología libre de defectos y un diámetro promedio 
de 89.67±1.46 nm (figura 15 (a, c)). En la micrografía de las nanofibras con 
contenido enzimático (figura 15b) se puede observar un incremento en el diámetro 
hasta alcanzar un valor promedio de 233.21±1.13 nm (figura 15d). Este incremento 
de diámetro se ha reportado para sistemas de inmovilización de enzimas en 
nanofibras poliméricas debido principalmente al aumento en el peso molecular de 
la solución polimérica como consecuencia de la adición de la 
enzima[134][135][117]. 
 
Fig. 15 Imágenes de SEM a) nanofibras de PVA, b) nanofibras de PVA-enzima papaína, distribución de diámetros de 





En la figura 16a se muestran las fibras después de someterse al proceso de 
entrecruzamiento mediante su exposición a vapor de glutaraldehído (GA); en este 
caso se puede observar que las fibras tuvieron un incremento en su diámetro  hasta 
alcanzar los 235.61±1.52 nm (figura 16c). Este incremento en el diámetro central 
de las nanofibras electrohiladas ha sido atribuido a una absorción de las moléculas 
de GA en la estructura de las nanofibras poliméricas [83]. 
 
Fig. 16 Imágenes de SEM a) nanofibras PVA-enzima papaína después del proceso de entrecruzamiento, b) 
nanofibras de PVA-enzima papaína después de la sumersión en buffer. c) distribución de diámetros de 
nanofibras PVA-enzima Papaína después del proceso de reticulado, d) distribución de diámetros de nanofibras 
de PVA-enzima papaína después del uso del buffer. 
En la figura 16b se observa la morfología de las nanofibras entrecruzadas después 
de su inmersión en buffer durante la medición de la actividad enzimática. En este 
caso la distribución de diámetro arrojó un valor central de 237±2.709 nm (figura 
16d). Es importante mencionar que a pesar del cambio de diámetro debido tanto al 
contacto con GTA como a la inmersión en buffer, las nanofibras con la enzima 
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inmovilizada mantuvieron su estructura fibrosa en ambos casos, permitiendo de 
esta manera el aprovechamiento de las características de las nanofibras vinculadas 
a su gran relación área-volumen.  
4.2 Presencia de la enzima papaína en las nanofibras de PVA 
 4.2.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) 
 
La presencia de la enzima papaína en las nanofibras electrohiladas PVA fue 
evidenciada mediante un análisis de espectroscopia de infrarrojo por transformada 
de Fourier (FTIR).  En el espectro de  infrarrojo de las nanofibras  de PVA sin carga 
enzimática  se puede apreciar la banda de absorción característica del grupo 
funcional O-H alrededor de 3315 cm-1 , así como dos bandas de absorción en 2940 
cm-1 y 2898 cm-1 correspondientes al estiramiento simétrico y asimétrico del grupo 
metilo respectivamente, así como  la banda en 1090 cm-1 debida al estiramiento del 
grupo funcional C-O (figura 17a) [138]. En las muestras con la enzima papaína 
encapsulada en las nanofibras de PVA (figura 17b) se presentó una banda de 
absorción en 1650 cm-1correspondiente al estiramiento del enlace C=O en la región 
amida I y una banda de absorción a 1545 cm-1 inducida por el curvamiento del 
enlace N-H y el estiramiento del enlace C-N en la región amida II, lo cual sugiere la 
presencia de la enzima en las fibras de PVA [139][140]. 
De igual manera, en el espectro de infrarrojo de las muestras conteniendo la 
papaína encapsulada (figura 17b) se muestra un ensanchamiento de la banda de 
absorción en 3315 cm-1 en comparación con el espectro de la muestra sin enzima, 
lo cual es asignado a una superposición de las bandas de absorción 
correspondientes al estiramiento de los enlaces O–H y N–H [141]. En la figura 17c 
la efectividad de la reacción de entrecruzamiento de las muestras electrohiladas de 
PVA fue confirmada por la banda característica de absorción a 1720 cm-1  de los 
grupos de aldehídos libres y la de  1097cm-1 correspondiente a los grupos acetilo.  
En el mismo espectro también podemos afirmar que se llevó a cabo el proceso de 
entrecruzamiento debido a la presencia de una bien formada banda de absorción 
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en 1150 cm-1 , la cual es indicativa de la formación de enlaces –C–O–C– , generados 
por las reacciones entre los grupos –OH de las cadenas moleculares de PVA y los  
enlaces –C– de la molécula de GA [142]. 
 
Fig. 17 Espectros de infrarrojo (a) nanofibras de PVA sin carga enzimática, (b) muestra de papaína encapsulada en 
nanofibras de PVA, (c) muestra de papaína inmovilizada en nanofibras de PVA mediante entrecruzamiento con GA 
4.3 Análisis térmico por calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
En las pruebas realizadas mediante DSC se utilizaron nanofibras sin entrecruzar 
con diferentes porcentajes de enzima encapsulada (8%,10%,11%,13%), esto con el 
fin de conocer más sobre la interacción de las moléculas enzimáticas con la matriz 
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de nanofibras electrohiladas de PVA. En la figura 18 podemos observar la 
disminución de la Tg con respecto al aumento de porcentaje de enzima 
encapsulada, lo cual implica un aumento en la movilidad de las cadenas poliméricas 
del PVA como resultado del impedimento estérico provocado por las moléculas de 
proteína embebidas en la matriz de nanofibras.  
 
 
Fig. 18 Comportamiento de la Tg con respecto a la concentración enzimática en la matriz de nanofibras de PVA 
Por otro lado en la figura 19 , se puede apreciar que la entalpia de fusión va en 
decremento conforme se aumentó la concentración de enzima, esto significa que las 
interacciones de las moléculas enzimáticas con la matriz polimérica provocan una 
disminución en la habilidad de las cadenas poliméricas para reacomodarse en 
forma de regiones ordenadas cristalinas que puedan participar en el proceso de 





Fig. 19 Comportamiento de la entalpía de fusión con respecto a la concentración enzimática 
Igualmente, en la gráfica de la figura 20 se observa una disminución progresiva del 
punto de fusión, una vez que se incrementa la concentración enzimática en las 
nanofibras poliméricas, dicha variación confirma una disminución en la 
cristalinidad aunado a una reducción en el tamaño de cristal en la matriz 
polimérica como consecuencia del aumento en el número de moléculas de enzima 
papaína en la matriz de nanofibras de PVA. De lo anterior podemos deducir que la 
matriz nanofibrosa de PVA está formadapor un dominio cristalino, en el cual hay  
poca presencia de moléculas enzimáticas y un dominio amorfo donde las enzimas 
de papaína interactúan con las moléculas de PVA vía fuertes interacciones 





Fig. 20 Comportamiento del pico de fusión con respecto a la concentración enzimática 
4.4 Actividad enzimática de la enzima papaína inmovilizada 
4.4.1 Sensibilidad de la papaína inmovilizada al cambio en la concentración 
de los iones metálicos en el medio de reacción 
 
La papaína tiene excelente potencial para ligar iones de metales pesados debido a 
la presencia del grupo sulfhidrilo (-SH) en su sitio activo [144], por lo cual presenta 
una sensibilidad a la presencia de distintos tipos de iones metálicos en el medio de 
reacción. La respuesta de la sensibilidad de la actividad enzimática de la papaína al 
cambio en la concentración de los distintos iones metálicos en el medio acuoso se 
puede apreciar en la figura 21, expresada como porcentaje de la actividad 
enzimática de la papaína libre en solución sin la presencia de iones metálicos en el 
medio de reacción.  Se puede observar que la enzima papaína presento una 
afectación de su actividad catalítica proporcional al incremento en la concentración 
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de los iones metálicos en el medio de reacción; tal y como ha sido reportado en la 
actividad catalítica de otras proteasas [145][74][76][82][80][81]. Por otra parte, la 
actividad enzimática de la enzima papaína inmovilizada no siguió el patrón de 
inhibición esperado ante la presencia del ión cobalto (Co+2) por lo que se sugiere la 
existencia de procesos de inhibición tanto competitivos como acompetitivos en el 
medio de reacción. La tendencia observada de la actividad catalítica de la enzima 
inmovilizada exhibe en general una tendencia decreciente conforme aumenta la 
concentración de los demás tipos de iones metálicos en el medio de reacción. Esta 
tendencia decreciente en la actividad enzimática tuvo un comportamiento lineal en 
el caso de los iones mercurio (Hg+2), plata (Ag+1), y cobre (Cu+2). Los factores de 
correlación (R2) fueron de 0.91 para el ión mercurio (Hg+2) y  para el ión plata 
(Ag+1) y para el ión cobre (Cu+2) fue de 0.82. Los demás iones metálicos analizados 
en este ensayo enzimático no encajaron del todo en el modelo lineal, por lo cual se 
buscaron otros modelos matemáticos que pudiesen correlacionar el 
comportamiento de inhibición de la enzima inmovilizada con la presencia de los 
iones zinc (Zn+2) y cobalto (Co+2) en el medio de reacción. Para el ión zinc (Zn+2) el 
modelo que más se acoplo a su tendencia decreciente en la inhibición enzimática 
fue el exponencial con un factor de correlación (R2) de 0.94; mientras que para el 
ion cobalto (Co+2)  el modelo aplicado con mejor resultado fue el polinomial  con un 
factor de correlación (R2) de 0.82. 
En las siguientes secciones se analizará de una manera detallada el 
comportamiento de cada uno de los iones en el proceso de inhibición enzimática 





Fig. 21 Sensibilidad de la actividad enzimática de la papaína hacia el cambio de concentración de los diversos 
metales. Mercurio (Hg), zinc (Zn), cobre (Cu), cobalto (Co), plata (Ag). 
4.4.1.1 Efecto de la presencia del ión mercurio (Hg+2)  en el medio de reacción 
sobre la actividad enzimática de la papaína inmovilizada. 
 
El  mercurio por muchos años fue utilizado para numeros procesos y productos 
(pinturas, pesticidas, fármacos, tuberias, baterías, piezas dentales, etc), pero debido 
a que es bioacumulable y un inhibidor de enzimas y proteínas, su uso ha ido 
disminuyendo paulatinamente,  sin embargo hoy en día se sigue utilizando en 
algunas aplicaciones industriales [146]. La presencia del mercurio en los recursos 
hídricos ha tenido un gran impacto tanto en la salud pública como en el medio 
ambiente, ya que se han presentado repercusiones directas en los humanos, 
plantas, microorganismos. Se ha reportado que el consumo de este metal por medio 
de la cadena alimenticia es la causa de varias enfermedades neurodegenerativas, 
tales como la esclerosis lateral amiotrófica (ELA), la enfermedad de Alzheimer y la 
enfermedad de Parkinson[147]. De igual manera  se ha reportado que el mercurio 
elemental e inorgánico pueden dañar el sistema inmunológico y los riñones,  
mientras que el metil mercurio (CH3Hg)+ supone una amenaza para los sistemas 
cardiovascular y nervioso[148][149]. La toxicidad del mercurio en plantas afecta el 
77 
  
sistema antioxidante, el sistema de fotosíntesis, inhibe del crecimiento, afecta la 
absorción de nutrientes y la homeostasis[150][146]. 
El mercurio puede existir en tres estados de oxidación (+0), (+ 1), (+2),  mediante 
los cuales el ión mercurio forma complejos estables con una variedad de ligandos 
orgánicos. En la literatura se encuentra reportado que los complejos covalentes 
más fuertes que forma son con ligandos que contienen grupos sulfhidrilo (–SH) 
como la cisteína, el siguiente más fuerte es con aminoácidos y ácidos 
hidroxicarboxílicos[15]. 
 
Fig. 22 Tendencia del efecto de la presencia del ión mercurio (Hg
+2
) en la actividad enzimática de la papaína 
inmovilizada en nanofibras de PVA. Pearson y colaboradores, en su trabajo titulado ǲ(ard soft acid-base theoryǳ 
estableció la teoría en la cual el mercurio es clasificado como un ácido suave, el cual 
tiende a hacer enlaces fuertes con grupos suaves y básicos como lo son los grupos 
sulfhidrilo (–SH) [151]. Para correlacionar la concentración de ión mercurio (Hg+2)  
con la actividad de la enzima se utilizó un  modelo lineal obteniendo un factor de 
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correlación (R2) de 0.91 (figura 22), en la cual se puede observar que la actividad 
enzimática tiene una tendencia a la baja conforme  se aumenta la concentración del 
ión mercurio (Hg+2) en el medio de reacción. En este sentido se puede aseverar que 
la inhibición enzimática de la papaína se debe a que el mercurio se ligó 
covalentemente con el sitio activo en el cual se encuentra el grupo sulfhidrilo (–SH). 
De igual forma, la tendencia de inhibición de la enzima papaína inmovilizada en la 
matriz de nanofibras de PVA coincide con el patrón de inhibición que ha sido 
reportado en anteriores trabajos utilizando la enzima papaína en solución en 
ensayos enzimáticos.  Baskaran et al. utilizaron la proteasa Coriandrum sativum, 
para la detección del mercurio (Hg) y otros metales, los datos de la inhibición de la 
actividad enzimática que obtuvieron los representan mediante el análisis de 
regresión no lineal, dicha gráfica presenta un comportamiento similar al que se 
obtuvo con la enzima papaína inmovilizada en nanofibras poliméricas presentado 
en este trabajo.[82] . La enzima tripsina, la cual pertenece también a la familia de 
las proteasas,  fue utilizada para la detección del mercurio (Hg) mediante la 
inhibición enzimática; en este caso el perfil de la inhibición de mercurio (Hg) 
exhibió una regresión no lineal y se utilizó en su lugar una curva hiperbólica [81], 
dicha curva concuerda con el perfil de inhibición de la papaína inmovilizada. En 
todos los experimentos mencionados e incluyendo nuestro trabajo el patrón de 
inhibición de la enzima tuvo una tendencia decreciente de la actividad enzimática 
al incrementar la concentración de iones en el medio de reacción. 
4.4.1.2 Efecto de la presencia del ión plata (Ag+1) en el medio de reacción 
sobre la actividad enzimática de la papaína inmovilizada. 
 
En la figura 23 se puede apreciar el efecto que tuvo la presencia del ión plata (Ag+1) 
en el medio de reacción sobre la actividad enzimática de la papaína inmovilizada en 
la matriz de nanofibras poliméricas de PVA. La gráfica muestra una tendencia 
proporcional a la baja  conforme se iba incrementando la concentración de iones 
plata (Ag+1)  en el medio de reacción. Esta tendencia de inhibición presenta un 
factor de correlación (R2) de 0.91 con respecto a un modelo lineal. La presencia de 
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iones de plata en recursos hídricos se ha incrementado recientemente, debido a su 
uso extensivo en la industria. Otra explicación a la creciente presencia  de este ión 
en las fuentes de agua se debe al auge de la nanotecnología, en la cual se ha 
encontrado diversas propiedades para los iones plata, lo anterior debido a su 
facilidad para la formación de nanoestructuras, concretamente nanopartículas, las 
cuales destacan por sus propiedades antibacterianas y antiflamatorias; por lo cual 
se han utilizado en diversos productos tanto textiles como de uso militar, en el área 
médica, en óptica,  así como en pinturas y cosméticos [152][153]. El ión plata (Ag+1) 
esta catalogado como un ácido suave, por lo que presenta una afinidad natural 
hacia las bases[154]. De esta manera muestran una tendencia a interactuar con el 
grupo thiol de la estructura tridimensional de las enzimas, llegando a provocar en 
algunos casos su desactivación. [155]. Lo anterior puede provocar  efectos adversos 
en la salud, tales como decoloración en la piel (gris azulado) de forma permanente, 
efectos tóxicos en el hígado y los riñones, así como en los ojos,  vías respiratorias y 
en el tracto intestinal; causando de esta manera irritaciones y cambios adversos en 
las células sanguíneas [156]. De igual manera, se ha reportado que las las 
nanopartículas  de plata pueden llegar a dañar el ADN [153]. Por todo lo anterior 
cobra especial relevancia la detección temprana del ión plata (Ag+1), estableciendo 
métodos efectivos y rápidos de control y potencial remoción de este tipo de ión, 
sobre todo en casos donde una excesiva concentración pueda llevar a daños 





Fig. 23 Tendencia del efecto de la presencia del ión plata (Ag
+1
) en la actividad enzimática de la papaína inmovilizada 
en nanofibras de PVA. 
4.4.1.3 Efecto de la presencia del ión cobre (Cu+2) en el medio de reacción 
sobre la actividad enzimática de la papaína inmovilizada. 
 
Para correlacionar la concentración del ión cobre (Cu+2) en el medio de reacción 
con la actividad enzimática de la papaína inmovilizada se decidió utilizar un 
modelo lineal, obteniendo de esta manera un factor de correlación (R2) de 0.82 
(figura 24). En dicha gráfica se puede observar el decaimiento de la actividad 
catalítica enzimática de la enzima inmovilizada conforme se incrementa la 
concentración del ión Cu+2 en el medio de reacción. El comportamiento anterior 
comprueba la afinidad del ión Cu+2 con la cadena lateral imidazol de la 
histidina[157]. 
El cobre se clasifica entre los ácidos duros y blandos. Sus estados de oxidación son 
(+ 1), (+2) y (+ 3), siendo el estado de oxidación (+2) el más común. El cobre forma 
complejos con bases duras como el carbonato (CO3ʹ−), el nitrato (NO͵−), el sulfato 
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(SO4ʹ−Ȍ, el cloruro ȋCl−Ȍ, el amoníaco (NH3Ȍ y el hidróxido ȋO(−Ȍ e interact’a 
fuertemente con el azufre para la formación de sulfuros insolubles relativamente 
estables [158]. En la literatura se han reportado trabajos con la proteína albúmina 
de suero bovino (BSA), en los que utilizando un pH de 7.5 el grupo amino (-NH2 ) ha 
formado complejos con el ión Cu+2 presente en el medio de reacción[159][160].  La 
inhibición de la enzima papaína, así como de otras enzimas de la familia de las 
proteasas, debida a la presencia del ión cobre (Cu+2) en el medio de reacción, ha 
sido ampliamente reportada en la literatura[76][80][130]. Este comportamiento 
reportado coincide con el comportamiento de inhibición competitiva reportado en 
este trabajo de investigación para la enzima papaína inmovilizada en nanofibras 
poliméricas.  
 
Fig. 24  Tendencia del efecto de la presencia del ión cobre (Cu
+2
) en el medio de reacción sobre la actividad 
enzimática de la papaína inmovilizada en nanofibras de PVA. 
Como se mencionó anteriormente los alimentos contaminados son la fuente más 
importante en la ingesta de metales pesados. Es en este sentido y siguiendo la 
cadena trófica, el ión cobre se convierte en el segundo metal más peligroso para las 
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plantas acuáticas, al aumentar la permeabilidad de la pared celular y  desarrollar  
de esta manera susceptibilidad a la entrada de otros contaminantes. En los  peces, 
por ejemplo, la ingesta de alimentos contaminados por este ión, causa la 
degeneración en la grasa del hígado y hemorragia cerebral.  Sin embargo, por otro 
lado se ha reportado que los invertebrados en general se han adaptado muy bien a 
la presencia de altos contenidos de cobre en su medio ambiente natural, 
aumentando de esta manera la posibilidad de la ingesta de este ión por la 
población, cobrando especial relevancia su detección en cuerpos de agua y fuentes 
acuosas contaminadas[15]. 
4.4.1.4 Efecto de la presencia del ión Zinc en la actividad enzimática de la 
papaína inmovilizada. 
 
El ión zinc (Zn+2) es un cofactor esencial en una variedad de procesos celulares, 
incluyendo la síntesis de ADN,  la reproducción, la formación ósea, crecimiento, y la 
cicatrización de heridas. En la industria es utilizado para galvanizar el hierro y 
acero, en baterías secas, asimismo es un componente común de los 
antitranspirantes, astringentes; en el área médica es utilizado como agente de 
solubilización en muchos medicamentos, incluyendo la insulina, por mencionar 
algunos usos [161]. La exposición al ión zinc (Zn+2) en dosis de consumo 
consideradas normales no es peligrosa, pero si por alguna razón se consume más 
de la dosis recomendada  (15 mg por día), puede llegar a interferir con la absorción 
de cobre [162]. El zinc es un agente cáustico que causa la irritación del aparato 
digestivo después de la ingestión y la irritación de la vía pulmonar después de la 
inhalación, puede causar diversos problemas de salud que van desde diarreas, 
vómitos, irritación y corrosión del tracto intestinal hasta la necrosis renal aguda, 





Fig. 25 Tendencia del efecto de la presencia del ión zinc (Zn
+2
) en el medio de reacción sobre la actividad enzimática 
de la papaína inmovilizada en nanofibras de PVA. 
El modelo matemático exponencial fue el que más se adecuó para describir la 
inhibición de la actividad enzimática de la enzima papaína inmovilizada debida a la 
presencia del ión zinc (Zn+2) en el medio de reacción, arrojando un factor de 
correlación (R2) de 0.94 (figura 25). Lo anterior se debe a que el zinc forma 
complejos tanto con ácidos (donantes de oxígeno) como con ácidos y bases 
(donantes de azufre). Es importante señalar que el ión Zn+2  en solución acuosa se 
comporta como un ácido duro, por lo cual tiene la capacidad de formar enlaces con 
el oxígeno, así como con el nitrógeno y átomos donantes del azufre y también crea 
puentes de hidrogeno con el anillo de imidazol, aunque rara vez interacciona con 
los grupos sulfhídricos [15]. Algunos experimentos reportados en la literatura 
demuestran que el complejo formado entre Zn+2 y la albúmina de suero es 
reversible a temperatura de 0°, y después se demostró que a temperaturas arriba 
de 27° se vuelve irreversible provocando la desnaturización de la albúmina de 
suero en estado libre, también se reportó que el Zn+2 forma complejos con los 
residuos de histidina[164]. Baskaran y colaboradores utilizaron la proteasa 
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Coriandrum sativum,para la detección del zinc (Zn+2) y mercurio (Hg+2), los datos de 
la inhibición de la actividad enzimática que obtuvieron los representan mediante el 
análisis de regresión no lineal, dicha gráfica presenta un comportamiento similar al 
que se obtuvo con la enzima papaína inmovilizada en este trabajo [82]  Otra 
proteasa utilizada para la detección de zinc (Zn+2) y mercurio (Hg+2) mediante 
inhibición enzimática fue la tripsina, la cual  mostró un perfil de inhibición no lineal 
debido a la presencia del ión zinc en el medio de reacción, por lo cual se utilizó una 
curva de regresión hiperbólica [81], dicha curva concuerda con el perfil de 
inhibición de la papaína inmovilizada en este trabajo. 
4.4.1.5 Efecto de la presencia del ión cobalto  (Co+2) en el medio de reacción 
sobre la actividad enzimática de la papaína inmovilizada. 
 
En la figura 26 podemos observar la sensibilidad de la enzima papaína 
inmovilizada en nanofibras de PVA a la presencia del ión cobalto (Co+2) en el 
medio de reacción. El modelo matemático que mejor explicó la inhibición 
enzimática de la papaína inmovilizada en este caso fue el polinomial  con un 
factor de correlación (R2) de 0.82. El comportamiento de inhibición observado 
en la enzima inmovilizada ante la presencia del ión cobalto (Co+2) no siguió un 
patrón de inhibición  enzimático estándar, por lo que basándonos en la 
literatura sobre el tema, se sugiere que el comportamiento de interacción 
observado se debió a procesos de inhibición tanto competitivos como 




Fig. 26 Tendencia del efecto de inhibición enzimática presentado por la papaína inmovilizada en nanofibras de PVA 
debido a la presencia del ión cobalto (Co
+2)
 en el medio de reacción. 
En el mismo sentido se han reportado enzimas que son activadas por la presencia 
de iones cobalto (Co+2) en el medio de reacción a determinadas  
concentraciones[166][167]. Por lo tanto en este trabajo se propone que la 
presencia de este ión en el medio de reacción en concentraciones mayores a 20 
ppm pudo tener un efecto de activación de la enzima papaína. El cobalto se 
encuentra en la naturaleza principalmente en la forma de arseniuros, óxidos y 
sulfuros, y cuenta con una alta afinidad por los grupos sulfhidrilo (SH)[168]. El 
elemento cobalto (Co) es un elemento necesario para la formación de la vitamina 
B12 (hidroxocobalamina). Sin embargo, la administración excesiva de este 
elemento en el cuerpo produce bocio y reducción de la actividad de la tiroides, 
mientras que su contacto directo produce asma y dermatitis [168]. En plantas, el 
exceso de cobalto produce lesiones metabólicas inducidas por un estrés 
oxidativo[169]. Debido a lo anterior, la detección de la presencia excesiva de este 
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elemento en su forma de ión es importante para evitar repercusiones en la salud 
de la población. 
4.5 Estudios de interferencia 
 
Para demostrar la especificidad del ensayo enzimático para la detección de iones 
metálicos se adicionaron interferentes también llamados xenobióticos, los cuales se 
definen así por si derivación del griego xeno ('extraño') y bio ('vida'), esta 
definición se aplica a los compuestos cuya estructura química en la naturaleza es 
poco frecuente o inexistente debido a que son compuestos sintetizados por el ser 
humano, estos son compuestos que no son esenciales  y no funcionales a la vida de 
los organismos, algunos xenobióticos no son tóxicos; sin embargo, muchos de ellos 
son potencialmente tóxicos o se vuelve tóxicos después de la conversión de sus 
compuestos metabólicos intermedios, los cuales no son solubles en agua 
(compuestos lipófilos), su eliminación de los organismos se lleva a cabo 
esencialmente mediante las reacciones bioquímicas catalizadas por dos tipos de 
enzimas: activación y desintoxicación [170]. Los detergentes y disolventes son 
interferentes comunes en fuentes acuosas, por lo tanto es importante para el 
desarrollo de cualquier ensayo para detección de metales, que la presencia de estos 
no ejerza alguna interferencia en la interacción entre los iones metálicos y la 
enzima inmovilizada. 
La enzima papaína presenta características deseables para su utilización en la 
industria y en la investigación científica tales como una alta estabilidad a 
variaciones de temperatura, una actividad enzimática dentro de una amplia gama 
de valores de pH y es tolerante a la presencia de xenobióticos en el medio de 
reacción [171]. Los resultados que se presentarán en esta sección sustentan la 
estabilidad del ensayo enzimático propuesto en este trabajo utilizando a la papaína 
como biocomponente, ya que muestran una estabilidad de la interacción entre la 
papaína inmovilizada y los iones metálicos ante la presencia de xenobióticos en el 




          
Dónde:   porcentaje de interferencia de la actividad catalítica,     es la actividad 
enzimática en ausencia de interferentes (solo la presencia de iones metálicos),    la 
actividad en presencia de los iones metálicos e interferentes. La actividad catalítica 
final está correlacionada con la concentración del ion y el interferente elegido en el 
medio de reacción[172]. La concentración (.25% [v/v]) elegida de los distintos 
xenobióticos estudiados en este trabajo de investigación fue en general mucho más 
alta de lo que normalmente se encuentran en fuentes naturales de agua, esto con el 
fin de aumentar lo más posible la probabilidad de detectar su interferencia en la 
interacción de la papaína inmovilizada con los iones metálicos en el medio de 
reacción. Los xenobióticos utilizados en este trabajo son SDS, Nonidet-P40, Tritón-
X-100, los cuales han sido reportados en la literatura con una interferencia positiva 
en la actividad enzimática de la enzima papaína en solución en presencia de iones 
metálicos en el medio de reacción[76]. Es importante mencionar que la estructura 
de Tritón-X-100 y Nonidet-P40 son muy parecidas[173].  
Se ha reportado que la enzimabeta-lactamasa se encuentra entre las moléculas 
biocatalíticas que en solución forman grandes agregados coloidales, cuando esto 
sucede existe la disminución de su actividad catalítica a este efecto se le llama 
efectos inhibitorios (promiscuousinhibitors)[174], y encontró que para evitar este 
efecto se puede añadir el Tritón-X-100 en cantidades pequeñas, el cual suprime la 
formación de agregados esto mediante la prevención de la adsorción superficial de 
la enzima, en nuestro caso este comportamiento de formación de grandes 
agregados se descarta ya que este efecto no es un problema con la enzima 
inmovilizada[175]. 
El SDS es un interferente iónico y tiende a desnaturalizar las proteínas, por lo cual 
causa un efecto de la inhibición catalítica de esta, sin embargo las enzimas 
inmovilizadas en una matriz polimérica tienden a ser resistentes a cambios 




4.5.1 Estudio de interferencia de xenobióticos en presencia del ión plata (Ag +1) 
 
El perfil del porcentaje de interferencia debido a la presencia de xenobióticos en el 
medio de reacción cuando se encuentra en contacto la enzima papaína 
inmovilizada y iones de plata (Ag+1) se puede observar en la figura 27. 
 
Fig. 27 Porcentaje de interferencia del ión plata (Ag
+1
) en presencia de xenobióticos en el medio de reacción. 
En el experimento se mantuvo constante la cantidad de interferente, solo se 
incremento la concentración del ión plata (Ag+1). En dicha gráfica puede observar 
que cuando la concentración ionica en menor el porcentaje de interferencia es alta, 
pero al ir incrementando la concentración ionica el porcentaje de interferencia 
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tiende a disminuir, es decir observa un decaimiento en el porcentaje de 
interferencia.  
Para el interferente Tritón-X-100 y SDS no se presentó una tendencia del 
decaimiento del porcentaje de interferencia, en la gráfica de la figura 28 se puede 
observar que en la concentración de 30 ppm hubo un aumento del porcentaje de 
interferencia lo cual se sugiere que en este punto el tipo el interferente impidió la 
interacción entre el ion y la enzima papaína inmovilizada, sin embargo en las 
demás concentraciones se observó un perfil de interferencia en decremento 
conforme al aumento de la concentración de los iones. 
4.5.2 Estudio de interferencia en presencia del ion zinc (Zn +2) 
 
El perfil del porcentaje de interferencia debido a la presencia de xenobióticos en el 
medio de reacción cuando se encuentra en contacto la enzima papaína 
inmovilizada y los iones de zinc (Zn+2) se puede observar en la figura 28. En el 
experimento se mantuvo constante la cantidad de interferente, solo se incrementó 
la concentración del ión zinc (Zn+2). 
El porcentaje de interferencia que presenta el ión zinc (Zn+2) con respecto a los 
interferentes P-40, Tritón-X-100 y SDS presenta una tendencia similar para los tres, 
a una concentración ionica menor el porcentaje de interferencia es mayor, pero 
conforme se aumenta la concentración ionica este tiende a ir disminuyendo, se 
observa que en el SDS hay un leve aumento del porcentaje de interferencia en la 
concentracion de 2.5 ppm. Este patrón de inhibición concuerda con el experimento 
hecho con solo la presencia de los iones y la enzima inmovilizada y nos da una 








en presencia de xenobióticos en el medio de reacción 
4.5.3 Estudio de interferencia en presencia del ión cobre (Cu+2) 
 
El perfil de interferencia correspondiente a la presencia de los distintos 
xenobióticos en el medio de reacción de la enzima papaína inmovilizada y en 
presencia del ión cobre (Cu+2) se puede observar en la figura 29. En el experimento 
se mantuvo constante la cantidad de interferente, solo se incrementó la 
concentración del ión cobre (Cu+2). 
La tendendecia del porcentaje de interferencia que presenta el ión cobre (Cu+2) con 
respecto al interferente P-40 y Tritón-X-100 son muy similares, presentando un 
porcentaje de interferencia más alta en la concentración de 5 ppm, pero al 
aumentar la concentración iónica hubo un decaimiento en la del porcentaje de 
inhibición, con respecto al SDS el nivel de interferencia fue muy bajo para todas las 
concentraciones, pero tambien se puede observar que hay un leve aumento del 
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porcentaje en la concentración de 5 ppm al igual que los otros dos interferentes 
probados.  
 
Fig. 29 Porcentaje de interferencia del ión cobre (Cu 
+2
) en presencia de xenobióticos en el medio de reacción 
4.5.4 Estudio de interferencia en presencia del ión cobalto (Co +2) 
 
El perfil del porcentaje de interferencia debido a la presencia de xenobióticos en el 
medio de reacción cuando se encuentra en contacto la enzima papaína 
inmovilizada y iones de ión cobre (Co+2) se puede observar en la figura 30. En el 
experimento se mantuvo constante la cantidad de interferente, solo se incrementó 




Fig. 30 Porcentaje de interferencia del ión cobalto (Co 
+2
) en presencia de xenobióticos en el medio de reacción 
El ión cobalto (Co+2) y la enzima papaína Los interferentes P-40 y Tritón-X-100 
presentan un perfil de porcentaje de inhibición similar, esto puede ser débido a que 
su estructura química es muy parecida, ambos en la concentracion de 10 ppm 
tuvieron un leve decremento del porcentaje de inhibición, pero en general en las 
demás concentraciones el perfil es de inhibición se encuentra es muy alto. 
Con respecto al SDS tuvo un aumento abrupto en el porcentaje de inhibición en 
concentración iónica de de 5 ppm y presentando un decaimiento de esta en la 
concentración de 10 ppm, sin embargo después de dichas concentraciones siguió 
una tendencia en la cual fue aumentanto el porcentaje de inhibición conforme 
aunmento la concentración ionica del cobalto (Co+2). 
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En general los interferentes utilizados para las pruebas no afectaron la actividad 
catalítica de la papaína en relación con la enzima inmovilizada en presencia de 
iones metálicos.  
Con estos resultados se puede observar como la enzima papaína inmovilizada en 
nanofibras poliméricas fue utilizada como biocomponente para el desarrollo de un 
ensayo  enzimático para la detección de la presencia de iones metálicos en el medio 
de reacción. Como precedente, se puede encontrar en la literatura que en presencia 
de xenobióticos las proteasas mantienen su actividad catalítica en concentraciones 
de 1% (w/w)[177]. En este sentido, en las gráficas mostradas en esta sección se 
puede observar que la interacción entre la papaína inmovilizada y los iones 
metálicos presentes en el medio de reacción es tolerante a la presencia de este tipo 
de contaminantes, dicha tolerancia es debido en gran parte a su naturaleza y al 
proceso de inmovilización.  Dicho ensayo se puede usar como base para el 
desarrollo de un dispositivo tecnológico altamente específico para la detección de 
iones metálicos sin perder efectividad por la presencia por xenobióticos en el 
medio de reacción. 
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La encapsulación y posterior inmovilización de la enzima papaína en nanofibras de PVA 
fue replicada con éxito de acuerdo al procedimiento previamente reportado por 
nuestro grupo de investigación. La morfología fibrosa de las muestras se mantuvo 
incluso después del procedimiento de entrecruzamiento con glutaraldehído y a la 
inmersión en buffer para la medición de la actividad enzimática. El valor central de la 
distribución de diámetros se mantuvo dentro del rango nanómetrico en todas las 
muestras. La presencia de la papaína en las nanofibras electrohiladas de PVA se 
confirmó a través de la técnica de espectroscopia de infrarrojo (FTIR), donde se 
pudieron observar las bandas de absorción características de las proteínas enzimáticas. 
En las muestras con la papaína inmovilizada se observaron bandas de absorción 
características de las moléculas de glutaraldehído, corroborando de esta manera el 
proceso de entrecruzamiento de las nanofibras de PVA.  
Por medio del análisis térmico mediante calorimetría diferencial de barrido (DSC) se 
pudo conocer la interacción entre las cadenas poliméricas y las moléculas de enzima. 
Se pudo constatar que al aumentar la concentración enzimática en las nanofibras 
electrohiladas de PVA se presentó un decaimiento en la temperatura de transición 
vítrea de la matriz polimérica (Tg). Este aumento en la movilidad en las cadenas 
poliméricas se relacionó con un impedimento estérico provocado por la presencia en 
aumento de las moléculas enzimáticas en la matriz polimérica. De igual manera el 
análisis de la entalpía de fusión y del pico de fusión confirmó una disminución de la 
cristalinidad y del tamaño de cristalito respectivamente en la matriz polimérica 
conforme iba en aumento la concentración polimérica en las nanofibras electrohiladas.  
Se realizó el análisis de forma cualitativa de la inhibición de la actividad catalítica de la 
enzima papaína en presencia de iones metálicos y xenobióticos en solución. Lo anterior 
establece las bases para la fabricación de un bioensayo enzimático especializado para 
la efectiva detección de iones de metales pesados en solución. Dicho bioensayo tendrá 
potencial aplicación en la detección de la presencia de iones metálicos en fuentes de 
agua contaminadas por residuos industriales o naturales. 
110 
  
La aplicación de los modelos matemáticos  para la interpretación de la disminución de 
la actividad enzimática en presencia de iones metálicos puede ser utilizada como base 
para el desarrollo y explicación del comportamiento de otras enzimas en presencia de 
iones metálicos y xenobióticos. 
5.1 Trabajo a futuro 
 
El desarrollo de este ensayo establece las bases para trabajar con otras enzimas cuya 
actividad catalítica es sensible a la presencia de iones metálicos en el medio de 
reacción. Como trabajo futuro, nuestro equipo de investigación buscará trabajar con 
estas enzimas tanto en solución como inmovilizadas en nanofibras poliméricas para 
analizar el comportamiento de su actividad catalítica en la presencia de iones metálicos 
en el medio de reacción.  De la misma forma, se proyecta como trabajo futuro el diseño 
y fabricación de un dispositivo –de preferencia portátil–  que utilice la enzima 
inmovilizada papaína como base en la detección in situ de iones metálicos en fuentes 
de aguas contaminadas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
